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RESUMO 
A Leucemia Linfóide Aguda (LLA) é o tipo de câncer mais comum na infância, 
correspondendo a cerca de 25% de todos os casos de cânceres e a 80% de todas as leucemias 
que ocorrem até a idade de 15 anos. Apesar de melhoras no sucesso da terapia para LLA, essa 
doença ainda é a causa mais comum de morte relacionada a câncer em crianças em todo o 
mundo.  
Trata-se de uma doença heterogênea do ponto de vista genético e clínico. Alguns 
subtipos moleculares de LLA apresentam prognóstico diferenciado e podem ser identificados 
baseado na presença de determinadas alterações genéticas. Existem seis subtipos moleculares 
clássicos de LLA B-derivada: t(4;11)(AF4-MLL) ou outros rearranjos em MLL, 
t(12;21)(ETV6-RUNX1), t(1;19)(TCF3-PBX1), t(9;22)(BCR-ABL1), hipodiplóide e 
hiperdiplóide. Alguns casos de LLA beneficiam-se de incorporação de novas drogas ou 
intensificação do tratamento. A LLA portadora da translocação cromossômica t(9;22) (BCR-
ABL1), por exemplo, apresenta alto risco de recaída e se beneficia do uso de imatinib. Cerca 
de dez por cento das LLA pediátricas, embora não tendo a t(9;22), exibem perfil de expressão 
gênica similar ao da LLA BCR-ABL1 positiva, tendo recebido o nome de LLA “BCR-ABL1-
like”. É também um subtipo de LLA de maior risco de recaída. 
O objetivo do presente trabalho consiste em desenvolver um método para a 
identificação dos casos de LLA do subgrupo BCR-ABL1-like. Para tal foram identificados 
retrospectivamente, casos de LLA BCR-ABL1-Like do Centro Infantil Boldrini, partindo de 
dados disponíveis de expressão gênica global para 92 casos consecutivos de LLA B-derivada. 
Análise LIMMA foi utilizada para determinar uma lista de genes diferencialmente expressos 
em casos BCR-ABL1-like comparados ao subgrupos “B-others” (casos de LLA não 
pertencentes a um subgrupo molecular específico).  
Ensaios de RT-qPCR para os top 25 genes diferencialmente expressos foram feitos e 
utilizados para identificar casos de BCR-ABL1-like em 96 pacientes LLA B-derivada os quais 
não pertenciam a nenhum dos seis subtipos clássicos. Casos BCR-ABL1-like putativos foram 
confirmados associando-os com a presença de outros marcadores moleculares deste subtipo 
de LLA (SNPs em GATA3, deleções em IKZF1 e presença de transcritos quiméricos) Análise 
ROC concluiu que um conjunto de 15 genes permitiram a identificação de BCR-ABL1-like via 
RT-qPCR com uma acurárcia de >0.95.Foi definido um conjunto mínimo de quinze genes 
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cuja expressão diferencial pôde ser usada como classificadora deste subtipo de LLA por PCR 
quantitativo. Definiu-se um conjunto de primers e sondas TaqMan que possibilitará a 
detecção da LLA BCR-ABL1-like de forma rotineira. 
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ABSTRACT 
Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common pediatric cancer, 
corresponding to about 25% of all cases of cancer and 80% of all leukemia in patients of less 
than 15 years old. Despite the improvement on the therapy of ALL, this disease is still the 
most common cause of cancer-related death in young people around the world.  
ALL is a heterogeneous disease in terms of both genetic and clinical features. 
Different molecular subtypes can be identified based on the presence of certain genetic 
alterations. There are six classic molecular subtypes of B-cell precursor ALL (BCP-ALL): 
t(4;11)(AF4-MLL) or other MLL rearrangements, t(12;21)(ETV6-RUNX1), t(1;19)(TCF3-
PBX1), t(9;22)(BCR-ABL1), hypodiploid and hyperdiploid. Some molecular subtypes of ALL 
were shown to benefit from incorporation of new drugs or treatment intensification. The high 
risk ALL positive for the t(9;22)(BCR-ABL1) chromosomal translocation , for instance, 
benefits from the use of imatinib. Ten percent of pediatric ALLs, even without the t(9;22) 
exhibit a gene expression profile similar to that of positive BCR-ABL1 ALL and have a higher 
risk of relapse as well; This new high risk ALL subtype was named "BCR-ABL1-like".  
The aim of this study was to develop a reliable RT-qPCR-based method for the 
identification of BCR-ABL1-like ALL at diagnosis. We retrospectively identified BCR-ABL1-
like cases by multivariate analysis of microarray gene expression data available for 92 
consecutive cases of B-cell precursor ALL from the Boldrini Children Hospital. LIMMA 
analysis was used to determine a list of genes differentially expressed in the BCR-ABL1-like 
cases when in comparison with “B-other” ALL cases, i.e. ALL cases that do not belong to any 
other genetic subgroup.  
RT-qPCR assays for the top 25 differentially expressed genes where designed and 
used to identify BCR-ABL1-like ALL in a series of 96 cases of BCP-ALL that did not belong 
to any of the six classical subgroups. Putative BCR-ABL1-like cases were confirmed by 
identification of known genetic alterations, such as IKZF1 deletions, GATA3 SNPs, and the 
presence of fusion transcripts. ROC analysis revealed that 15 genes RT-qPCR assays allowed 
the identification of BCR-ABL1-like cases with an accuracy >0.95. In conclusion, it was 
developed a RT-qPCR assay of 15 gene markers for the routinely identification of BCR-
ABL1-like ALL. 
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EXTRAIT 
 La leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) est le type de cancer pédiatrique le plus 
courant, correspondant à environ 25% de tous les cas de cancers et 80% de toute la leucémie 
chez les patients de moins de 15 ans. Malgré l'amélioration du pronostic pour la plupart des 
thérapies LAL, cette maladie est encore la cause la plus fréquente de décès lié au cancer chez 
les enfants du monde entier. 
 La LAL est une maladie hétérogène en termes de résultats génétiques et cliniques. 
Certains sous-types moléculaires de LAL ont été démontrés pour bénéficier de l'incorporation 
de nouveaux médicaments ou l'intensification des traitements. La LAL transporteuse de la 
translocation chromosomique t(9;22) (BCR-ABL1), par exemple, est une maladie à risque 
élevé de rechute qui bénéficie de l'utilisation d'imatinib. Environ dix pour cent des LALs 
pédiatriques, même sans avoir la t(9; 22), présentent un profil d'expression génique très 
similaire à celui de la LAL BCR-ABL1 positive; Ce sous-type est nommé LAL "BCR-ABL1-
like". 
 L'objectif de cette étude est de développer une méthode pour l'identification de la LAL 
de type BCR-ABL1-like. Pour cela, les échantillons de la LAL BCR-ABL1-Like du Centro 
Infantil Boldrini (centre pour enfants Boldrini) ont été rétrospectivement identifiés en 
analysant les données globales d'expression de gènes disponibles pour 92 cas de LAL B-	
dérivée, en créant des associations avec la présence d'autres marqueurs moléculaires de ce 
sous-type de LAL (SNPs en GATA3 et présence de transcriptions chimères), ainsi qu'en 
analysant les caractéristiques biologiques et cliniques des patients. 
 Un ensemble minimum de quinze gènes dont l'expression différentielle pourrait être 
utilisée comme classificateur de ce sous-type de LAL de risque élevé de rechute a été définie 
par RT-qPCR. Cet ensemble de gènes comprend un kit de diagnostic qui permettra de détecter 
la LAL de type BCR-ABL1-Like qui peut être incorporé à la routine de diagnostic de l'hôpital.  
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1.0 INTRODUÇÃO 
1.1. Leucemia Linfóide Aguda 
 A Leucemia consiste em um tipo neoplasia hematológica associada às linhagens 
hematopoiéticas que podem ter origem no compartimento mielóide ou linfóide., a qual pode 
ser subdividido em quatro subtipos principais que variam substancialmente em sua origem 
celular e comportamento clínico: Leucemia Mielóide Aguda (LMA); Leucemia Linfóide 
Aguda (LLA); Leucemia Mielóide Crônica (LMC) e Leucemia Linfóide Crônica (LLC) e são 
caracterizadas pela substituição da hematopoiese normal por células blásticas, levando ao 
desenvolvimento de anemia, neutropenia, plaquetopenia, e presença variável de blastos no 
sangue periférico.  
A LLA é o tipo de câncer mais comum na infância, correspondendo a cerca de 25% de 
todos os casos de cânceres (Lassaletta, 2004; Leite et al., 2007) e a 80% de todas as leucemias 
que ocorrem até a idade de 15 anos. Tradicionalmente a LLA tem sido classificada em 
fenótipo LLA-T (quando a linhagem afetada refere-se à de linfócitos T, que corresponde a 
aproximadamente 15% dos casos) e LLA-B derivada (quando as células afetadas são 
derivadas de células B, que corresponde a 85% dos casos); estes subtipos são então 
subdivididos de acordo com as anormalidades de cariótipo, incluindo aneuploidia e 
translocações cromossômicas (Pui, et al. 2008). Por se tratar de uma doença heterogênea cujo 
prognóstico difere consideravelmente entre seus subtipos genéticos – além de também variar 
em função das características clinico-biológicas de cada paciente (como idade, contagem 
leucocitária ao diagnóstico e presença de blastos leucêmicos no líquor) – torna-se necessário o 
conhecimento destas características para a adequação do tratamento. 
Translocações cromossômicas recorrentes são típicas da LLA e mais recentemente 
também foram descobertas em outros tipos de câncer. Estas levam à formação de fusões 
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gênicas com consequente produção de proteínas quiméricas de função pro-oncogênica. Além 
das translocações cromossômicas, na última década foram descritas uma série de outras 
mutações focais, algumas das quais levam a ganho de função, como as descritas por nosso 
grupo no gene IL7R para 9% das LLA-T, e outras que levam à perda de supressores tumorais, 
como deleções do CDKN2A em cerca de 70% dos casos de LLA. As principais alterações 
genéticas na LLA são apresentadas na Figura 1. Essas alterações genéticas também podem ser 
classificadas em dois grupos: (1) as que promovem sobrevivência e proliferação celular, e (2) 
as que interrompem o processo normal de diferenciação celular dando à leucemia 
características de células tronco, ou seja, de auto-renovação indeterminada (Hanahan D, 
Weinberg RA. 2000; Pui, et al. 2011). Algumas lesões genéticas podem afetar apenas uma 
dessas vias, enquanto outras podem interferir em mais de uma; um exemplo deste último é a 
translocação t(9:22), a qual consiste na fusão das proteínas BCR-ABL1. O pro-oncogene 
ABL1 codifica a proteína tirosina quinase-específica, cuja atividade é constantemente 
regulada. Em contraste, a fusão gênica BCR-ABL1 codifica uma proteína quinase 
constitutivamente ativada capaz de alterar tanto o controle da proliferação e sobrevivência 
celular quanto a auto-renovação das células tronco hematopoiéticas (Pane, et al. 2002). A 
presença destas alterações genéticas juntamente com os dados clinico-biológicos ao 
diagnóstico são utilizados há décadas para identificar indivíduos com alto risco de recaída, 
portanto elegíveis para tratamento mais intensivo ou mesmo transplante de medula óssea 
(Golub et al., 1999; Ferrando et al., 2002; Yeoh et al., 2002). 
Os resultados aos tratamentos da LLA melhoraram muito em relação às décadas de 60 e 
70 e hoje chegam a cerca de 80% de cura; Uma característica importante dos protocolos de 
tratamento da LLA pediátrica é a alocação dos pacientes em diferentes grupos de risco e 
intensidade de tratamento (Vila, et al., 2005). Porém, mesmo com a intensificação do 
tratamento para os casos de alto risco, 20% dos pacientes não são curados. Também pacientes 
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do grupo de baixo risco sofrem recaída, o que pode ser explicado pela aquisição e/ou seleção 
de subclones leucêmicos com alterações genéticas mais agressivas ao longo do tratamento 
(Mullighan, C. G., et al, 2007). Embora fosse possível determinar o surgimento do subclone 
resistente, ainda não existe estratégia eficiente para atuar na clínica. Aumentar a intensidade 
do tratamento não parece ser a solução. A ocorrência de recaídas no grupo de alto risco, ou 
seja, nos casos que já recebem intensidade máxima de tratamento quimioterápico, indica que 
para vencer os casos de LLA resistente será necessário a incorporação de novas drogas. Neste 
sentido, o caso da Leucemia portadora da translocação cromossômica t(9;22), que origina a 
fusão dos genes BCR e ABL1, tem sido paradigmática.  A incorporação do imatinib no 
tratamento melhorou além das expectativas a sobrevida das crianças com a LLA BCR-ABL1 
para ~70%, quando historicamente era de apenas 36% (Hunger, S. P., 2011). 
 
Figura 1. Frequência estimada das principais alterações genéticas na LLA pediátrica. Alterações genéticas 
evidenciadas exclusivamente em casos de LLA em células T estão indicadas pelas frações T-ALL e ETP (Early 
T-cell precursor) e aquelas comumente associadas à LLA B-derivada são representadas pelas demais frações. O 
amarelo escuro e azul escuro indicam os subtipos geralmente associados com prognósticos ruins (Pui, C. H. et al, 
2015). 
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1.2. Subgrupos de LLA  
Apesar da grande melhora no índice de cura da LLA, essa doença ainda é a causa mais 
comum de morte relacionada a câncer em jovens em todo o mundo. Análises 
imunofenotípicas, citogenéticas e genômicas têm identificado características biológicas 
associadas à resposta clínica dos pacientes.  
1.2.1. LLA-T de Fenótipo prematuro 
O subgrupo LLA-T é um tipo de câncer agressivo resultante do comprometimento 
maligno de progenitores de linfócitos T e constituem um grupo heterogêneo de leucemia. 
Estudos genéticos tem definiram um subgrupo caracterizado imunofenotipicamente, com um 
perfil de expressão gênica específico e associado a um pior prognóstico, o qual representa 
~12% das LLA-T pediátricas e é nomeado pela sigla ETP-ALL, que significa Early T-
Phenotype Acute Lymphoblastic Leukemia (Ferrando, A.A. et al, 2002; Haydu, J.E. & 
Ferrando, A.A., 2013).  
A definição deste subtipo é feita por análise do imunofenótipo dos blastos leucêmicos. 
Caracteriza-se pela falta de expressão de CD1a e CD8, fraca expressão de CD5 e expressão 
de pelo menos um ou mais dos seguintes marcadores (de linhagem mielóide ou de células 
tronco): CD117, CD34, HLA-DR, CD13, CD33, CD11b, ou CD65 (Haydu, J.E. & Ferrando, 
A.A., 2013). Em termos moleculares, caracterizam-se por apresentar expressão do oncogene 
LYL1 e co-expressão de LMO2. Pacientes de ETP mostram uma resposta clínica 
significativamente pior às primeiras fases de tratamento (medido pelos níveis de doença 
residual mínima), refletida em uma taxa de sobrevivência de aproximadamente 19% 
comparada aos 84% das demais LLA-T segundo dados do St Jude Children’s Research 
Hospital (Coustan-Smith, E. et al, 2009). A resposta a longo prazo deste subtipo é uma das 
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piores entre as LLA pediátrica de alto risco; sendo igual ou pouco inferior à LLA BCR-ABL1 
ou LLA com rearranjo do gene MLL. 
 
1.2.2. LLA Hiper e Hipodiplóide 
A ploidia é um fator altamente relacionado com o prognóstico na LLA infantil. Um 
cariótipo hiperdiploide com mais de 50 cromossomos (particularmente trissomias dos 
cromossomos 4. 10, 17, 18) identificam pacientes com um prognóstico favorável (Moorman, 
A.V., et al, 2003 & Heerema, N.A., 2000). Em contraste, hipoploidia (número de 
cromossomos menor que 46) está associada a um prognóstico ruim (Raimondi, S.C., et al, 
2003). A maioria dos pacientes com hipoploidia apresenta 45 cromossomos em suas células 
leucêmicas. Pacientes com menos de 45 cromossomos possuem prognóstico ainda pior que 
aqueles com 45 cromossomos (Harrison, C.J., et al, 2004).  
 Análises de expressão gênica, alterações indel e sequenciamento massivo 
identificaram múltiplas alterações genéticas recorrentes que distinguem as LLA “near-
haploid” (24-31 cromossomos) e LLA “low-hypodiploid” (32-39 pares de cromossomos) e 
que são raras ou ausentes em outros subtipos de LLA. Alterações genéticas envolvendo TP53 
(91%), RB1 (41%) e IKZF2 (53%; membro da família IKAROS de fatores de transcrição) são 
marcadores da LLA “low-hypodiploid”; em contraste, a maioria dos casos de LLA “near-
haploid” possuem alterações em receptores de tirosina quinase e Ras (71%) e no IKZF3 
(13%). As células da LLA hipodiplóide apresentam ativação das vias Ras e PI3K e são 
sensíveis a inibidores de PI3K, sugerindo um possível alvo terapêutico para este subtipo de 
LLA (Holmfeldt, L. et al, 2013). 
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1.2.3. LLA com rearranjos do MLL (11q23)  
 Rearranjos do gene MLL (11q23) são muito comuns na LLA do lactente, 
representando mais do que 75% dos casos (Pui, C.H. et al, 1995). A t(4;11)(q21;q23) com 
fusão MLL-AF4 é o rearranjo 11q23 mais prevalente na LLA e está relacionado a prognóstico 
ruim (Biondi, A. et al, 1992). Estudos posteriores demonstraram uma heterogeneidade 
considerável entre os pacientes portadores deste subtipo de LLA, onde crianças de 1-9 anos 
respondiam significativamente melhor aos tratamentos do que recém-nascidos (idade inferior 
a 1 ano) e crianças mais velhas (Johansson, B. et al, 1998). Para os recém-nascidos, qualquer 
anormalidade no 11q23 está relacionada a um prognóstico muito ruim, ao passo que para 
pacientes acima de 1 ano de idade, t(4;11) e t(9;11) estão associadas a um prognóstico pior 
em relação a outros tipos de rearranjo 11q23 (Pui, C.H. et al, 1991). Chama a atenção a 
promiscuidade de rearranjos envolvendo o MLL. Até o momento foram descritos 121 
rearranjos diferentes, para os quais 79 genes parceiros já foram identificados. O que estes 
genes parceiros tem em comum é o fato de constituírem um ou diferentes complexos 
proteicos que atuam na elongação da transcrição via interação com DOT1, metil transferase 
da lisina 79 da histona H3, ou com P-TEFb (positive transcription elongation factor b) 
(Meyer, C. et al 2013). Análises genômicas revelaram baixíssima taxa de mutações não-
sinônimas (1.3 mutações/caso) nos blastos de lactentes portadores de LLA com rearranjo 
MLL. Mutações ativadoras das vias PI3K e RAS foram detectadas em 47% dos casos. Em 
crianças com mais de 1 ano e LLA com rearranjo MLL, por outro lado, encontrou-se em 
média 6,5 mutações por caso, principalmente (45%) em genes com função de regulação 
epigenética (Andersson, A. K. et al, 2015). 
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1.2.4. LLA cromossomo Filadélfia Positiva 
A LLA Filadélfia Positiva (BCR-ABL1 ou Ph+) caracteriza-se pela translocação 
cromossômica t(9;22)(q34;q11), a qual gera a proteína de fusão BCR-ABL1 que apresenta 
atividade tirosina quinase constitutiva. Três tipos de proteínas BCR-ABL1 foram 
identificadas, as quais diferem nos exons de BCR presentes na fusão: a BCR-ABL1 p210, que 
é marcador da Leucemia Mielóide Crônica (Kantarjian, H. M. et al. 1991); a BCR-ABL1 
p230, que foi detectada em LMC neutrófila e em raros outros casos de LMC (Wilson, G. et al, 
1997); e a BCR-ABL1 p190, que está presente em cerca de 20-30% dos adultos e 3-5% das 
crianças portadoras da LLA B-derivada (Suryanarayan, K. et al. 1991; Pane, F. et al, 1996). 
Como já mencionado, a presença da t(9;22) está associada a prognóstico desfavorável, fato 
que vem sendo alterado com a incorporação de inibidores da ABL1 tirosina quinase no 
tratamento. Atualmente existem vários exemplos de inibidores de ABL1 tirosina-quinase 
(TKI) como o imatinib (Gleevec; Novartis), nilotinib (Tasigna; Novartis), dasatinib (Sprycel; 
Bristol-Myers Squibb), ponatinib (Iclusig; Ariad Pharmaceuticals) e GNF-2 e GNF-5 
(inibidores alostéricos utilizados em estudos pré-clínicos). (Hantschel, O., Rix, U. & Superti-
Furga, G. 2008). De maneira geral os mecanismo de atuação destes medicamentos são 
semelhantes e altamente eficazes, entretanto, existem casos de persistência de células 
residuais BCR-ABL1 positivas, detectadas por técnica de PCR (Ren, R., 2005), que podem 
levar à recaída da doença devido ao surgimento de mutações de ponto no gene BCR-ABL1 
que prejudicam a ligação do inibidor na proteína e levam à resistência (Gorre, M. E. et al., 
2001). 
1.2.5. LLA BCR-ABL1-like 
Há alguns anos um novo subtipo LLA B-derivada de prognóstico desfavorável foi 
identificado com base em análises de expressão gênica; este novo subtipo, denominado de 
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LLA “BCR-ABL1-like”, afeta ~10% das crianças com LLA e exibe um perfil de expressão 
gênica muito similar ao da LLA Filadélfia Positivo (LLA BCR-ABL1 positivo). Este subtipo 
de LLA está associado a grande risco de recaída pós-tratamento, independentemente de idade, 
contagem leucocitária, citogenética e níveis de doença residual mínima (Den Boer, M. L. et 
al, 2009).  
Assim como a LLA BCR-ABL1 positivo, a BCR-ABL1-like acomete precursores de 
célula B, e também apresenta elevada frequência de micro-deleções de IZKF1. Metade dos 
casos de LLA “BCR-ABL1-like” possuem rearranjo cromossômico envolvendo o gene CRLF2 
(IGH@-CRLF2 e P2RY8-CRLF2) que ocasionam super-expressão do mesmo (Harvey, R.C. 
et al, 2010). Um terço dos casos com rearranjo de CRLF2 apresenta mutações concomitantes 
em JAK (Ensor, H. M. et al, 2011). 
O padrão de expressão gênica em comum com LLA BCR-ABL positiva sugere a 
presença de alterações genéticas capazes de substituir o BCR-ABL1, desencadeando uma 
cascata de sinalização semelhante. (Timothy, A. & Gradubert, M. D. N., 2014). De fato, 
extensivas análises genéticas em 154 casos de LLA BCR-ABL1-like evidenciaram presença de 
mutações ou fusões gênicas ativadoras das tirosinas quinases. Cerca de 23% dos pacientes 
BCR-ABL1-like apresentavam rearranjos envolvendo os genes ABL1 (9%), ABL2 (4,5%), 
CSF1R (2,5%) e PDGFRB (7%) (conhecidos por responderem a tratamentos com desatinib); 
outros numerosos casos apresentavam rearranjos envolvendo EPOR (5.8%), JAK2 (12,3%) e 
CRLF2 (19.5%); e alterações genéticas em IL7R (12.3%), FLT3 (8.4%), KRAS (8.4%), 
SH2B3 (5.8%), JAK1 (4.5%), JAK3 (2.6%) e TYK2 (2%) (Roberts, K.G. et al, 2014). Dentre 
estas alterações genéticas, merecem destaque as que envolvem o ABL1, ABL2, JAK2, CSF1R, 
PDGFRB e EPOR pois já foi mostrado que as LLA portadoras das mesmas são sensíveis a 
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inibidores de TKI já aprovados e em uso clínico contra a LLA Filadélfia positivo, chamando-
se a atenção a variedade de genes parceiros do ABL1 e 2. (Tabela 1). 
Tabela 1 – Fusões identificadas em LLA –BCR-ABL-like e possíveis inibidores  
Gene	
(quinase)	
Inibidor	(Tirosina	
quinase)	
Nº	de	Genes	
parceiros	de	
fusão	
Nº	de	
Pacientes/	
Casos	
5ʹ	Genes	
		 		 Número	 		
ABL1	 Dasatinib	 6	 14	
ETV6,	NUP214,	RCSD1,		
RANBP2,	SNX2,	ZMIZ1	
ABL2	 Dasatinib	 3	 7	 PAG1,	RCSD1,	ZC3HAV1	
CSF1R	 Dasatinib	 1	 4	 SSBP2	
PDGFRB	 Dasatinib	 4	 11	 EBF1,	SSBP2,	TNIP1,	ZEB2,	ATF7IP*	
CRLF2	 JAK2	inibidor	 2	 30	 IGH,	P2RY8	
JAK2	 JAK2	inibidor	 10	 19	
ATF7IP,	BCR,	EBF1,	ETV6,		
PAX5,	PPFIBP1,	SSBP2,		
STRN3,	TERF2,	TPR,	SPAG9**	
EPOR	 JAK2	inibidor	 2	 9	 IGH,	IGK	
DGKH	 Desconhecido	 1	 1	 ZFAND3	
IL2RB	 JAK1&	JAK3	inibidor	 1	 1	 MYH9	
NTRK3	 Crizotinib	 1	 1	 ETV6	
PTK2B	 FAK	inibidor	 2	 1	 KDM6A,	STAG2	
TSLP	 JAK2	inibidor	 1	 1	 IQGAP2	
TYK2	 TYK2	inibidor		 1	 1	 MYB	
Os inibidores de tirosina quinase listados são conhecidos ou supostos para serem ativos contra os 
respectivos rearranjos de quinase, de acordo com modelos experimentais. Dados obtidos de Roberts 
et al (2014). Ao revisar a literatura, foram descritos novos rearranjos gênicos em *PDGFRB (Ishibashi, 
Takeshi et al.,2016) e em **JAK2 (Kawamura, M., et al., 2015).  
 
Alguns polimorfismos também parecem contribuir com a LLA BCR-ABL1-like. O 
gene GATA3, um fator de transcrição associado com a renovação e desenvolvimento da 
linhagem hematopoiética, participando no controle da diferenciação das células linfóides. 
(Ku, C.J. et al, 2012; Frelin, C. et al 2013; Wang, Y. et al, 2013) 
Polimorfimos em GATA3 foram reportados como significantemente associados com o 
desenvolvimento da LLA quando associados com o comprometimento da expressão do gene, 
principalmente aqueles polimorfismos localizados em regiões enhancers de GATA3. Apesar 
do sistemas de regulação de GATA3 estejam bem descritos em células T, suas funções 
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associadas ao desenvolvimento de células B e sua associação com a LLA-B ainda não estão 
bem entendidas (Hou, Q. et al, 2017).		
SNPs no gene GATA3 (rs3824662 e rs3781093) com frequências de 52% 
(ancestralidade guatemalo-americana), 40% (hispânicos) e 14% (descendência européia) 
foram encontradas associadas aos casos de LLA BCR-ABL1-like (Perez-Andreu, V. et al, 
2013). Devido ao fato desse polimorfismo apresentar uma alta frequência em descendentes 
guatemalo-americanos e hispânicos, seria interessante analisar a frequência do mesmo nas 
LLA do Brasil. 
Ao contrário dos demais subgrupos de LLA de alto risco (e.g., LLA-T de Fenótipo 
prematuro – ETP-ALL; LLA Hipodiplóide; LLA com rearranjos do MLL; LLA TCF3-HLF e 
LLA com t(9;22) (BCR-ABL1) (Figura 1) que podem ser identificados por exames padrão de 
cariotipagem, FISH, citometria de fluxo ou RT-qPCR, no momento, ainda não existe método 
rotineiro para a identificação dos casos de LLA BCR-ABL1-like. Assim, identificar esses 
casos é fundamental para alocação dos pacientes no grupo de alto risco, bem como para 
desenho de futuros estudos clínicos com inibidores TKI. Neste último ponto, é mais urgente a 
identificação dos casos com alterações em genes “ABL”, pois os pacientes se beneficiariam 
imediatamente dos protocolos de tratamento vigentes da LLA t(9;22) (BCR-ABL1), tais como 
o imatinib e o dasatinib. Da mesma forma, pacientes com mutações em JAK também 
poderiam se beneficiar da droga Ruxolitinib (uma droga inibidora da quinase Janus, com 
alvos seletivos para os subtipos JAK1 e JAK2). 
1.2.6. LLA “B-Others” 
 Tradicionalmente as LLAs são divididas nos fenótipos T e B derivadas, as quais são 
depois subdivididas de acordo com anormalidades carióticas recorrentes, incluindo 
aneploidias e translocações (Pui, C.H. et al 2008). Mais recentemente, a análise dos perfis de 
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alterações/mutações genômicas têm possibilitado um refinamento da classificação das LLAs e 
a identificação de alterações genéticas que coexistem e cooperam com alterações 
cromossômicas "clássicas", em alguns casos possibilitando a descoberta de novos subtipos de 
LLA.  Entretanto, ainda há alguns casos de LLA que não se encaixam nos grupos pré-
definidos (Pui, C.H. et al 2012). 
 Anormalidades genéticas podem ser identificadas em 75~80% dos casos de LLA 
pediátrica a partir de análises cromossomais e moleculares padrão, mas estão presentes em 
virtualmente todos os casos, só podendo ser identificadas quando o genoma é analisado de 
uma forma mais ampla. Inúmeros novos subtipos de LLA podem ser identificados baseando-
se na análise da expressão ou mutação de genes não recorrentes, porém, devido às limitações 
enfrentadas nos laboratórios, alguns subtipos não convencionais e sem um subtipo específico 
determinado não são identificados rotineiramente e são agrupados em um subgrupo único 
denominado de B-Others, o qual pode variar em diferentes laboratórios dependendo das 
diferentes técnicas empregadas para a estratificação dos casos de LLA B-derivada, 
representando aproximadamente 18.5% das LLA pediátricas B-derivadas (Pui, C. H. et al, 
2015). 
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2.0 OBJETIVOS 
2.1. Objetivo Geral 
 Desenvolver método para a identificação da Leucemia Linfóide Aguda do subgrupo 
BCR ABL1-like  
2.2. Objetivos específicos 
2.2.1. Definir conjunto mínimo de genes cuja expressão diferencial possa ser usada 
como classificador da LLA BCR ABL1-like 
2.2.2. Desenvolver método de PCR quantitativo com sondas TaqMan para 
identificação das LLA  BCR-ABL-like. 
2.2.3. Testar método desenvolvido em 96 casos retrospectivos de LLA sem 
marcadores conhecidos (fusões ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1, hieprdiploidia, 
hipodiploidia), identificando os casos BCR-ABL1-like, e validando os achados pela detecção 
de alterações/polimorfismos gênicos típicos desse subgrupo de LLA (deleções de IKZF1, 
GATA3 rs3781093 alelo C, GATA3 rs3824662 alelo A, e fusões em genes das vias de tirosina 
quinase como ABL1, ABL2, CsF1R, PDGFRB, EPOR, JAK1, JAK2, JAK3, IL7R, FLT3, 
SH2B3, TYK2. KRAS, NRAS, NF1, BRAF). 
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3.0 METÓDOS 
3.1. Sujeitos da pesquisa e aspectos éticos 
Para este estudo foram utilizadas amostras de material genético (DNA e RNA) - e dados 
de expressão gênica provenientes de um total de 188 pacientes recebidos no Centro Infantil 
Boldrini entre os anos de 1999 e 2009, todos eles registrados e tratados segundo protocolos 
GBTLI LLA-99. Tratando-se de um estudo retrospectivo, no qual o material 
utilizado consistiu de material genético excedente, extraído previamente para fins 
diagnósticos, os pacientes não passaram por nenhum tipo de desconforto ou alteração no 
tratamento e/ou acompanhamento pós-terapia decorrente do estudo. Portanto, foi solicitado ao 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Centro Infantil Boldrini (CAAE 
51991015.0.0000.5376) a dispensa da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE) e dos Termos de Assentimento, pedidos estes que foram aprovados 
(Parecer: 1.383.710) e são apresenteados nos Anexos II, III, IV e V. 
3.1.1. Amostras dos pacientes com LLA-B derivada 
O presente estudo utilizou dois conjuntos de amostras (“Set I” e “Set II”) de pacientes 
que foram atendidas no Centro Infantil Boldrini (Campinas, SP) entre os anos de 1999 e 2009, 
totalizando 188 amostras.  
Set I - 92 pacientes portadores de LLA-B derivada, os quais correspondem a um grupo 
heterogêneo de LLA-B derivada, que por sua vez podem ser subdivididos em seis grupos 
referentes a respectivos subtipos moleculares: Hiperdiplóides, ETV6-RUNX1, E2A-Pbx1, 
MLL/CD10-, BCR-ABL1 (Ph+) e B-Others (este pertencentes ao grupo de LLA-B derivada, 
contudo negativas no diagnóstico para todos os marcadores para classificação de LLA 
utilizados em rotina). Deste conjunto, foram utilizados dados de microarranjos de expressão 
gênica dos 92 pacientes e amostras de DNA e RNA do subgrupo B-Others.  
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Set II - 96 pacientes portadores de LLA-B derivada, todas pertencentes ao subgrupo B-
Others. Deste conjunto foram utilizadas amostras de DNA e RNA de todos os pacientes para 
estabelecimento do método de RT-qPCR de identificação das LLA BCR-ABL1-like, bem 
como para validação pela detecção de alterações genéticas típicas desse grupo, como por 
SNPs em GATA3, e fusões gênicas envolvendo ABL1 e ABL2.  
 
3.2. Fracionamento das células da medula óssea e sangue periférico  
 Células dos 188 pacientes foram previamente separadas e armazenadas em 
procedimento de rotina do laboratório de diagnóstico. As células mononucleares foram 
separadas das células polimorfonucleares e eritrócitos através de centrifugação a 1800 rpm 
por 20 minutos em gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life Sciences). As mesmas 
foram lavadas em 14 mL de solução fisiológica 0,9% NaCl e centrifugadas a 1200 rpm 
durante 10 minutos. As células foram então contadas e armazenadas em solução 4M de 
isotiocianato de guanidina, em alíquotas contento 10x106 células mononucleadas para futura 
extração de material genético. 
3.3. Extração de DNA e RNA 
A extração e purificação de ácidos nucléicos, foram realizadas em coluna de sílica, com 
os kits illustra Mini Spin kit  (GE Healthcare) próprios para DNA ou RNA, seguindo as 
instruções do fabricante. Os DNA e RNA extraídos foram quantificados utilizando os kits de 
quantificação Qubit dsDNA HS Assay Kit e RNA BR Assay Kit, respectivamente. A qualidade 
e integridade dos produtos das extrações foram visualizadas através de eletroforese em gel de 
agarose (1%), corados com SYBR Safe DNA Gel Stain (ThermoFisher). 
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3.4. Análise dos microarranjos de expressão gênica 
As análises dos microarranjos de expressão gênica dos 92 pacientes do Set I foram 
feitas com o  Microarray Suite (MAS) 5.0 software (Affymetrix). Todos os dados foram pré-
processados e normalizados utilizando o RMA (Robust Multi-array Average) implementado 
no R/Bioconductor (Gentleman et al., 2004) e o algorítimo interPLIER implementado pelos 
Softwares Affymetrix Expression Console e Transcriptome Analysis Console (Affymetrix). As 
intensidades de sinal em log2 dos genes foram obtidos. Subtipos moleculares leucêmicos 
foram classificados por Principal Component Analysis (PCA) e Hierarchical Clustering 
Analysis (http://genepattern.broadinstitute.org/) de acordo com os perfis de expressão gênica 
previamente associados a cada subtipo (Homminga et al., 2011). Para identificar genes 
diferencialmente expressos nos BCR-ABL1-like, em comparação aos B-other, utilizamos o 
pacote Limma (Linear Model for Microarray data) 
(http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/ html/limma.html), e corte com False 
Discovery Rate (FDR<0.05) p<0.005 e Fold-change>1.5.Na Figura 2 apresentamos um 
resumo do “workflow” de analises dos dados de expresão gênica do Set I. 
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Figura 2. Esquema passo a passo para a escolha de genes candidatos a classificadores da LLA BCR-ABL1-like 
via RT-qPCR a partir dos dados de microarranjo de 92 pacientes positivos para LL B-derivada do Centro Infantil 
Boldrini; no qual Ph+ representa o grupo LLA-B BCR-ABL1 Positiva t(9:22) – BCR-ABL1.  
 
3.5. Identificação de mutações, polimorfismos e transcritos quiméricos 
3.5.1. Identificação de polimorfismos em GATA3 
 Os polimorfismos em GATA3, previamente associados com a LLA-B-derivada BCR-
ABL1-like (Perez-Andreu, V. et al 2013),. rs3824662 e rs3781093 foram identificadas a partir 
do sequenciamento de fragmentos amplificados por reações de PCR e Nested-PCR do gene 
GATA3. 
 O Polimorfismo rs3781093 foi amplificado utilizando os primers forward 5'-
TTCCTGTGCTCTGTTCCTT-3’e reverse 5'-GGCTCAGGATAAACAATG-3, e 
sequenciados a partir do produto obtido na reação de PCR. Os produtos foram sequenciados 
utilizando o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e 5 pmol dos primers forward 
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e reverse. As sequências obtidas foram comparadas à sequência de referência do gene com o 
auxílio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, National Center for 
Biotechnology Information - NCBI). 
 O polimorfismo rs3824662 foi amplificado utilizando os primers forward 5'-
TATCACCCTCCCCACCA-3’e reverse 5'-GGAAAGCCCCAGATCAA-3’; a partir do 
produto obtido na reação de PCR foi realizada uma segunda amplificação em reação de 
Nested-PCR utilizando os primers forward 5’-GTAAAACGACGGCCAGT 
GATCATGTCAGGCTGGGAGGT-3’ (contendo como adaptador a sequência universal M13, 
indicada pela sequência sublinhada) e reverse 5’-TAATACGACTCACTATAGGG 
GGTTCACACTTGGGGGCC-3’ (contendo como adaptador a sequência universal T7, 
indicada pela sequência sublinhada). Os produtos das reações de Nested-PCR foram 
sequenciados utilizando o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e 5 pmol dos 
primers universais M13 e T7. As sequências obtidas foram também comparadas à sequência 
de referência do gene com o auxílio da ferramenta BLAST. 
 As condições das reações de PCR seguiram o protocolo previamente descrito por 
Perez-Andreu, V. et al (2013). As reações de Nested-PCR, utilizou-se o produto do primeiro 
PCR como molde para este passo de amplificação.  
3.5.2. Identificação de transcritos quiméricos 
 Para a identificação de transcritos quiméricos (por exemplo BCR-JAK2; EBF1-
PDGFRB; STRN3-JAK2; IGH@-EPOR; RANBP2-ABL1; PAX5-JAK2; ETV6-ABL1; RCSD1-
ABL1, entre outros) e mutações (por exemplo JAK1, JAK2, JAK3 e IL7R entre outros) as 
amostras de RNA dos pacientes foram enriquecidas através do protocolo de enriquecimento e 
captura TruSight RNA Pan-Cancer Panel (Illumina) e sequenciados em Sequenciador de 
Nova Geração MiSeq System (Illumina). O kit TruSight RNA Pan-Cancer Panel captura para 
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análise as regiões hot-spot de 1.385 diferentes genes comumente mutados em diferentes 
canceres, permitindo também a detecção de transcritos de fusão. Os dados dos “reads” 
gerados pelo sequenciamento foram alinhados ao genoma de referência UCSC hg19 
utilizando o software Bowtie2 –v.2.3.1 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2) e as 
chamadas de fusões foram realizadas utilizando o STAR- v.2.5.0b (Dobin, Alexander et al, 
2013)  
 
3.6. RT-qPCR 
3.6.1. Ensaio RT-qPCR Biomark HD (Fluidigm) 
Foram desenhados primers para 29 genes diferencialmente expressos em BCR-ABL1-
like e 1 controle endógeno (Tabela 2), totalizando 30 genes para análise de RT-qPCR no 
sistema Biomark HD – Fluidigm (https://www.fluidigm.com/products/biomark-hd-system). O 
ensaio foi realizado para 96 amostras de LLA B-other (Set II), em triplicata para os 30 genes, 
totalizando 8640 reações independentes de RT-qPCR. As reações foram realizadas seguindo o 
protocolo Biomark HD System, utilizando Sybr Green como marcador.  
Para as reações, foi extraído o RNA total de 96 amostras armazenadas no banco do 
Boldrini, dentre eles 5 pacientes BCR-ABL1-like confirmados por microarranjo pertencentes 
ao Set I.150 ng de RNA foi usado para síntese de cDNA com o kit de transcriptase reversa 
High-Capacity (ThermoFisher). Foi feita uma pré-amplificação com o cDNA conforme 
exigências do protocolo do Biomark HD System. A expressão dos genes de interesse foi 
normalizada pela expressão do gene ABL1, cuja expressão é invariável nas diferentes LLA 
(Beillard E, 2003) pelo método 2-ΔCt. Os resultados dos RT-qPCR para os 96 pacientes foram 
então analisados por Hierarchical Clustering, para verificar quais casos agrupavam com os 
casos sabidamente BCR-ABL1-like do Set I presentes na análise. A qualidade dos clusters foi 
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avaliada visualmente. A qualidade de discriminação dos casos BCR-ABL1-like de B-other foi 
também analisada por análise ROC).  
 
Tabela 2 – Lista dos 30 pares de primers forward e reverse desenhados para análise no sistema 
Biomark HD 
Gene	ID	 Sequência	primer	forward	 Sequência	primer	reverse	
ABCA9	 CAGGATCCTCTGACCCATTTAC	 CTGTCGCCTCAGTGAATGTA	
ABL1	 TGGCCTACAACAAGTTCTCCA	 GGGACATGCCATAGGTAGCA	
CCDC141	 TGGTCCAGTTCCATCAAGTCA	 TCCTTCGGCTGCTCTACAAA	
CHN2	 CTGCATGATATGCGGTACCAAA	 GGCCATTCAGCTCATTTCCC	
CLECL1	 GAACTCGCGTTTCCACTTCA	 CTTCCAGTCTTTGGCAGGAC	
CRLF2	 AGGACCAACCTGACTTTCCA	 AAGTGTGACCTTCCTGGAGAA	
EFNB2	 TGCAGAACTGCGATTTCCAA	 CCAGTCCTTGTCCAGGTAGAA	
ENPP2	 GGGAGACTGCTGTACCAATTAC	 GCGGCCTTTATTTCCTCACA	
CCDC26	 TTCATGCCAGGCAGAGAACA	 GCCTCCTCCTCCTTCATTTTCA	
GPR110	 CTGAAGCTCTTGAAGCCTCCATTA	 AGGTACACTGCAGGACTCCA	
GPR171	 ACACAGCTGCAAGATCTACC	 GAAGGACCATTAGCCACACA	
GPR56	 CCAGCTTGTCGTCCTCTACC	 GCATGGACCAGTACCAGATGAA	
HDGFRP3	 CGCCAAGATGAAGGGCTAC	 TGTTTGCTGGAGGCTTCAC	
IGJ	 TCCAGGATCATCCGTTCTTCC	 CTCAATGGTGAGGTGGGATCA	
IL2RA	 TCCTGGGACAACCAATGTCA	 GTCACTTGTTTCGTTGTGTTCC	
KIT	 GGATTCCCAGAGCCCACAA	 ACATCCACTGGCAGTACAGAA	
MS4A1	 TGGCAGCAACGGAGAAAA	 GGCAGCAAAGAGGCTCAA	
MUC4	 AAAACTACGAGCAGGCGAAC	 CCCTTGTAGGCTTCAATCACAC	
NT5E	 ATGAACGCCCTGCGCTAC	 GTGGCTCGATCAGTCCTTCC	
PAWR	 GAGCCACCTAGAACAGTTTCA	 CCCACTTCTATCTGTTCGAGAA	
PLXDC2	 ATTTCGGCTGTGGAGATGAC	 CAGGGGCCACATCTGTTAAA	
PTPN14	 AGAAGAGACTGCCCTCTTTCA	 ACTTGTGTCGTGTGGCAAA	
RGS1	 TGCCCTGTAAAGCAGAAGAGATA	 TTCTCGAGTGCGGAAGTCAA	
SEMA6A	 GATCATGAACGGAACCCTCTAC	 CTTCCGTGTGTGATGTGTCTA	
SHROOM3	 GAAGGCCATACAGAGAACTGTCA	 CCAACATGCTCACTGCTTCC	
SIPA1L2	 AGCTGCCCTTATGTGTAGATCC	 CGGTCAGTGGTGATGGAGAA	
SPATS2L	 AGTCAGATGGCAGAGATGCA	 GTCATATTTACGCTCGCTGACA	
TMPRSS15	 ATTGCAGTATCCTGCCTGAC	 AAATGTCGCTCTGGCTTCA	
TSPAN7	 GTTCCTGGCTGAGCTCGTA	 TCTGCATAGCGTCCGTGTAA	
TTC28	 ACCCATCATGCCTTGCAGAA	 CCCAGTTGCTCAGCTAACCTTA	
 
 
	
	
	
40	
3.6.2. Ensaio complementar no Biomark HD (Fluidigm) 
 Para o segundo ensaio no sistema Biomark, além dos 30 genes previamente utilizados, 
foram adicionados mais 11 genes (Tabela 3), incluindo 4 genes endógenos (TBP, GAPDH, 
GUSB e ACTB)  
 
 
Tabela 3 – Lista dos 11 novos pares de primers forwards e reverses incorporados no segundo ensaio no sistema 
Biomark HD 
Gene	ID	 Sequência	primer	forward	 Sequência	primer	reverse	
ACTB	 GCCGTCTTCCCCTCCA	 CTCGTCGCCCACATAGGAA	
GUSB	 CTTCGAGGAGCAGTGGTAC	 TCATTGAAGCTGGAGGGAAC	
TBP	 TGCCCGAAACGCCGAATATA	 CGTGGTTCGTGGCTCTCTTA	
GAPDH	 GAACGGGAAGCTTGTCATCAA	 ATCGCCCCACTTGATTTTGG	
NT5E*	 AAGTGTCGAGTGCCCAGTTA	 CCAGGAAGTTTGGGAGGATCA	
CCDC141*	 AGCTAGATGGCTAGCAGAAGAA	 GTTTGCAGGACTTGCGATCTA	
CLEC1*	 ACTTGGGGAGCAGAAGGAAA	 TCCCACTGAAGGGACAATCA	
PTPN14*	 TAAGGTTGCCTGCTGGATCA	 TACAAATCTGGCTGCAACTTCAC	
TMPRSS15*	 ACCAGTCATCTGGCAACTCC	 CGTTAGAGCATCAGTACAAGGAC	
GPR110*	 CTGCTGTTCAGTCCAGGGAAA	 GGCCGTCAGTGAAGGTGAA	
RGS1*	 TCCCACATCTGGAATCTGGAA	 TTCAGCAGCAGAAAGTACATCC	
*Primers redesenhados para os mesmos genes utilizados no primeiro ensaio no sistema Biomark HD, porém 
para reconhecerem diferentes exons. 
 
 
 Os resultados do novo RT-qPCR para os 96 pacientes foram novamente analisados 
por Hierarchical Clustering, para verificar quais casos agrupavam com os casos sabidamente 
BCR-ABL1-like do Set I presentes na análise. A qualidade dos clusters foi avaliada 
visualmente e foi possível identificar um grupo de casos de LLA que agrupavam com os 
BCR-ABL1-like, os quais se distanciaram dos demais casos de LLA classificados como B-
other. Esta análise permitiu, portanto, dividir o Set II em 17 casos BCR-ABL1-like  e 75 
casos B-other. 
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3.6.3. Análise dos dasos de RT-qPCR Biomark HD e seleção de um conjunto mínimo de genes 
marcadores da LLA BCR-ABL1-like 
 Para selecionar um conjunto mínimo de maradores de RT-qPCR capazes de 
discriminar os BCR-ABL1-like dos B-other, os dados do RT-qPCR foram analisados na 
plataforma do MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca/) usando a função 
“Biomarker analysis” sub-função análise ROC. Trata-se de análise supervisionada, ou seja, a 
classificação dos 96 casos de LLA nos grupos BCR-ABL1-like ou B-other foi dada a priori. 
Nesta análise, verifica-se quão perfeita é a discriminação dos casos BCR-ABL1-like de B-
other, partindo de  diferentes conjuntos de resultados de RT-qPCR, nos quais varia-se tanto a 
quantidade de genes marcadores como os genes propriamente ditos. Desta maneira, 
analisando-se a frequência (>0,5) em que cada gene marcador era escolhido para um grupo 
com alta acurácia de classificação, foi possível determinar um conjunto mínimo de 15 genes 
marcadores capazes de separar eficazmente os dois subgrupos analisados (BCR-ABL1-like e 
B-Others). 
3.6.4. Ensaio RT-qPCR TaqMan™ 
Após esta seleção de genes, os primers e sondas específicos para cada um dos quinze 
genes foram desenhados utilizando o software Primer Premier 5 (Premier Biosoft). As 
sequências dos primers e sondas desenhados estão apresentados na tabela 4. 
Para as reações, foram utilizados as amostras de RNA dos pacientes do Set II. Um 
micrograma (1ug) de RNA de cada uma das amostras do Set II foi usado para síntese de 
cDNA com a transcriptase reversa ImProm-II (Promega, Madison, EUA. O cDNA foi diluído 
20x e 5 ul (12,5 ng do RNA original) foram usados nas reações de RT-qPCR , juntamente 
com 6 ul de Taqman Universal PCR Master Mix (2x), 0.9 µM dos oligonucleotídeos 
iniciadores e 0.2 µM de cada uma das sondas TaqMan (Sigma Aldrich). O RT-qPCR foi feito 
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no termociclador Step One Real Time PCR system (Life Technologies). A expressão dos 
genes de interesse foi normalizada pela expressão do gene ABL, cuja expressão é invariável 
nas diferentes LLA (Beillard E, 2003), utilizando a formula 2-ΔCt. 
 
Tabela 4 – Lista de primers e sondas utilizadas no RT-qPCR 
Gene	ID	 Sequências	de	primers	Forward	(F)	e	
Reverse	(R)	(5’à3’)		
Sequências	das	sondas	
HDGFRP3	 CGCCAAGATGAAGGGCTAC	(F)	 GGCCCGGATTGATGAACTCCCAGA	
TGTTTGCTGGAGGCTTCAC	(R)	
ENPP2	 GGGAGACTGCTGTACCAATTAC	(F)	 GCAAAGGAGAGTCGCATTGGGTTGA	
GCGGCCTTTATTTCCTCACA	(R)	
SPATS2L	 AGTCAGATGGCAGAGATGCA	(F)	 CCGAACTCAGGGCAGAAATTAAGCACTT	
GTCATATTTACGCTCGCTGACA	(R)	
PTPN14	 TAAGGTTGCCTGCTGGATCA	(F)	 GAGGACAGAGGCATGAGGGAGCACA	
TACAAATCTGGCTGCAACTTCAC	(R)	
NT5E	 AAGTGTCGAGTGCCCAGTTA	(F)	 GACCCTCTCAAAATGGACGAGGTATATAAGG	
CCAGGAAGTTTGGGAGGATCA	(R)	
EFNB2	 TGCAGAACTGCGATTTCCAA	(F)	 GCCTATCTATTGGAATTCCTCGAACTCCAA	
CCAGTCCTTGTCCAGGTAGAA	(R)	
CLEC1	 ACTTGGGGAGCAGAAGGAAA	(F)	 GCCATCTCAATTTACTTATCAGAAGTTTCTTTGC	
TCCCACTGAAGGGACAATCA	(R)	
CCDC141	 TGATGGAGAAAAATGAATTTGTATC	(F)	 TGAAATGGTATCACTTTCCTCTAAAGCTAGATGG	
GTTTGCAGGACTTGCGATCTA	(R)	
CHN2	 CTGCATGATATGCGGTACCAAA	(F)	 CTGATTGTGCAGATTTTAATAGAAAACGAAGACG	
GGCCATTCAGCTCATTTCCC	(R)	
TMPRSS15	 ACCAGTCATCTGGCAACTCC	(F)	 GTCTCAATAGAGTGCCTGCCTGGTTCAA	
CGTTAGAGCATCAGTACAAGGAC	(R)	
MS4A1	 TGGCAGCAACGGAGAAAA	(F)	 ACTCCAGGAAGTGTTTGGTCAAAGGAAA	
GGCAGCAAAGAGGCTCAA	(R)	
CCDC26	 CAGGCTGCTCTCCCGCA	(F)	 TTGTGTTCATGCCAGGCAGAGAACAC	
TTAGTTTTTCACGCAATGCCTC	(R)	
SHROOM3	 GAAGGCCATACAGAGAACTGTCA	(F)	 GCTCTTCAGGATGTGAAGGCAAGAGGA	
CCAACATGCTCACTGCTTCC	(R)	
TTC28	 ACCCATCATGCCTTGCAGAA	(F)	 CTATTCCCAAGCAGTCATGTACTTACAGGAAG	
CCCAGTTGCTCAGCTAACCTTA	(R)	
CRLF2	 AACGCCTCCCAAACCAAG	(F)	 GCTGTCCAAATTTATTTTAATTTCCAGCCTG	
GCACGCTGGGAATGAGAAA	(R)	
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4.0. RESULTADOS 
 O desenvolvimento do método de identificação das LLA BCR-ABL1-like por RT-
qPCR foi feito em etapas distintas, sendo a primeira com um grupo de 92 amostras de LLA e 
as demais etapas com um grupo independente de 96 amostras. Na primeira etapa foi obtida 
uma lista de genes cuja expressão diferencial das LLA BCR-ABL1 positivas. Como estes 
genes foi possível identificar casos BCR-ABL1-like. A comparação do perfil de expressão 
gênica de BCR-ABL1-like com B-other permitiu gerar uma lista de genes para identificar as 
BCR-ABL1-like dentre o grupo de LLA sem hipérdiploidia ou translocações clássicas, isto é, 
t(12;21), t(1;19), t(9;22) e rearranjos 11q23. Vince e cinco destes genes, que possuíam os 
maiores Fold Change, foram selecionados para o RT-qPCR.  
 Na segunda etapa, foram desenhados os primers para RT-qPCR na plataforma 
Fluidigm, para cada um dos 25 genes, 4 genes (KIT, MUC4 e GPR171 e CRFL2) previamente 
associados à LLA BCR-ABL1-like descritos por Den Boer, M.L et al (2009) e Harvey, R.C. et 
al (2010) e um controle endógeno (totalizando 30 pares de primers). As análises RT-qPCR 
foram feitas com um grupo independente de 96 casos de LLA classificados como B-other, 
incluindo 5 casos BCR-ABL1-like da primeira etapa como controle positivo. 
 Na terceira etapa foram redesenhados alguns primers do RT-qPCR, para coincidir 
melhor com a região complementar às sondas diferencialmente expressas em dados de 
microarranjos da etapa 1. Foram refeitas as análises dos 96 casos de LLA B-other e, por 
análise ROC, foi selecionado um conjunto de 15 genes cuja expressão era suficiente para 
atingir o máximo de discriminação das LLA BCR-ABL1-like, com uma acurácia superior a 
95% (AUC > 0.95). 
 Na quarta etapa foi desenhado o ensaio TaqMan (primers e sondas exon-específicas) 
para análise da expressão dos 15 genes selecionados, o qual foi utilizado no Set I de pacientes 
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utilizados na etapa 1, cujos dados de microarranjo já haviam sido analisados e utilizados para 
a discriminação de casos de LLA BCR-ABL1-like  a fim de confirmar o padrão de expressão 
gênica do conjunto de genes em ambos os grupos (BCR-ABL1-like e B-others).  
 Ainda com a finalidade de validação do método, na última etapa os casos BCR-ABL1-
like foram analisados quanto a presença de alterações genéticas típicas da BCR-ABL1-like. No 
item 3.7 apresenta-se um esquema de todos os passos seguidos. 
	
4.1. Identificação de genes diferencialmente expressos em BCR-ABL1-like 
A partir dos dados de expressão gênica dos 92 pacientes (Set I) de LLA-B-derivada foi 
feita uma análise de PCA (Principal Component Analysis) para evidenciar o comportamento 
das amostras em relação a suas variações nos perfis de expressão gênica e identificar 
potenciais candidatos a BCR-ABL1-like. Para tal, as amostras foram separadas em seis 
subgrupos  moleculares (além de um sétimo grupo “NA”, para os quais os dados de expressão 
estavam disponíveis, porém sua classificação molecular foi inconclusiva). Como esperado, os 
diferentes subgrupos moleculares, hiperdiploide, ETV6-RUNX1, E2A-Pbx1, MLL, BCR-ABL1 
e B-other, distribuíram-se em grupos distintos, embora com certa sobreposição e alguns casos 
(Figura 3). 
Paralelamente, foi realizada uma análise de expressão gênica diferencial utilizando o 
pacote LIMMA (Linear Models for Microarray Data) comparando as amostras Filadélfia 
positivas (BCR-ABL1) contra os demais subgrupos. Encontrou-se uma lista de 241 genes 
diferencialmente expressos (-2 < Fold Change > 2) nos pacientes com a translocação BCR-
ABL1. Essa lista de genes foi utilizada para a construção de um Hierarchical Clustering, de 
modo a visualizar quais amostras tinham perfil de expressão gênica mais parecido ao do 
	
	
	
46	
subgrupo BCR-ABL1 (Figura 4). Amostras B-Other  que apareceram agrupadas com as 
amostras BCR-ABL1 foram consideradas BCR-ABL1-like (Figura 3 e 4).  
 
Figura 3. Principal Component Analysis (PCA) para os valores de expressão gênica das 92 amostras de LLA-B. 
Sete subgrupos estão identificados pela legenda: Amarelo – BCR-ABL1 (Filadélfia positiva); Rosa – B-Others 
(Pacientes sem translocações reconhecidas ao diagnóstico); Vermelho – ETV6-RUNX1 (ETV6-RUNX1 positiva); 
Preto – E2A-Pbx1 (E2A-Pbx1 positiva); Azul escuto – MLL (rearranjo em MLL presente); Azul claro – NA 
(Pacientes com diagnóstico não realizado ou inconclusivo); Verde – Hiperdiplóide (Hiperdiploidia presente). O 
círculo delimita o subgrupo BCR-ABL1-like identificado. DIM1 e DIM2 (dimensões 1 e 2) representam as 
componentes principal e secundária, respectivamente. 
 
Uma segunda análise utilizando o pacote LIMMA foi realizada comparando o, agora 
definido, subgrupo BCR-ABL1-like com os pacientes restantes no subgrupo B-other de modo 
a encontrar genes discriminadores deste subgrupo. Os vinte e cinco genes (17 hiperexpressos 
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e 8 hipoexpressos) com os maiores fold changes foram identificados e selecionados como 
potenciais discriminadores das LLA BCR-ABL1-like dentro do grupo das B-other (Figura 5). 
Como mostra a Figura A1 (em anexo), alguns destes 25 genes servem também para 
diferenciar as BCR-ABL1-like de todos os demais tipos de LLA B-derivada. 
 
Figura 4. Heatmap para os 241 genes diferencialmente expressos em LLA Filadélfia positiva para os sete 
subgrupos de LLA. Legenda: Azul- Ph (Filadélfia positiva); Vermelho – Other (Pacientes sem translocações 
reconhecidas ao diagnóstico); Verde – ETV6-RUNX1 (ETV6-RUNX1 positiva); Laranja – E2A-Pbx1 (E2A-Pbx1 
positiva); Roxo – MLL/CD10- (rearranjo em MLL presente); Preto –NA (Pacientes com diagnóstico não 
realizado); Verde – Hiperdiploid (Hiperdiploidia presente). O retângulo delimita o subgrupo BCR-ABL1-like 
identificado 
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Figura 5. Valores de expressão gênica (log2) para BCR-ABL1-like e B-Others para cada um dos genes 
selecionados. A linha tracejada divide genes up-regulated (à esquerda) e down-regulated (à direita) 
em casos BCR-ABL1-like.  
 
4.2. Identificação de casos BCR-ABL1-like no Centro Infantil Boldrini 
 Os 25 genes diferencialmente expressos nos pacientes BCR-ABL1-like foram 
utilizados para o desenho de primers para RT-qPCR, os quais foram testados num grupo 
independente de 96 amostras de LLA B-Others (Set II) incluindo 5 amostras BCR-ABL1-like 
confirmadas por microarranjo do Set I, as quais foram utilizadas como controle positivo para 
a análise de Hierachical Clustering. Além dos 25 genes foram incluídos cinco outros genes: 
KIT, MUC4, GPR171 (Den Boer, M.L et al., 2009) e CRFL2 (Harvey, R.C. et al., 2010), 
previamente descritos por outros autores como classificadores do subgrupo BCR-ABL1-like e 
o gene ABL1, como nornalizador endógeno. O RT-qPCR foi feito na plataforma Biomark HD 
Expression	values	vs.	Genes	
BCR-ABL1	
B-Others	
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System (Fluidigm). Os valores de expressão obtidos no RT-qPCR foram usados para construir 
um Hierarchical Clustering, 17 casos de LLA agruparam com os 5 casos sabidamente BCR-
ABL1-like, incluídos na análise como controle positivo (Figura 6).  
A partir dos valores de expressão obtidos através do ensaio de RT-qPCR, foi realizada 
uma análise de curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para comparar as acurácias 
do conjunto de classificadores obtidas por RT-qPCR com os valores obtidos no ensaio por 
microarranjo de DNA. Os dados estão apresentados na Tabela 5. Estes dados evidenciam os 
valores de acurácia para cada um dos genes quando usados como classificadores do subgrupo 
BCR-ABL1-like; quanto mais próximo de 1 o valor da acurácia (a qual é determinada a partir 
do valor da AUC), mais eficiente o determinado gene é quando utilizado para separar o 
subgrupo BCR-ABL1-like dos B-other. Foi identificada uma discrepância inesperada entre os 
resultados de ROC obtidos com os dados de microarranjo e os resultados de ROC do RT-
qPCR. Muito embora os dados foram obtidos com casos diferentes de LLA (dados de 
microarranjos são do Set I e de RT-qPCR do Set II), ficou claro que os dados de RT-qPCR 
não foram tão eficientes na discriminação dos casos BCR/ABL1-like. A Figura 7 apresenta de 
forma esquemática a discrepância observada. Para dados de microarranjo (Figura 7c) as 
amostras BCR-ABL1-like positivas são separadas completamente das negativas, enquanto para 
os dados de RT-qPCR (Figura 7f) quatro amostras positivas foram identificadas como 
negativa (falsa negativas) e nove amostras negativas identificadas como positivas (falta 
positivas).  
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 Figura 6. H
eatm
ap para os valores de expressão gênica (-C
t) para o Set II  para cada um
 dos genes selecionados. O
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R-ABL1-like está identificado na cor azul 
escuro e B
-O
thers em
 azul claro.  
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Tabela 5 – Comparação entre valores de AUC (lida como a acurácia como classificador) de cada um dos genes 
para a análise de Microarranjo e RT-qPCR  
		 Microarranjo	 RT-qPCR	
Gene	 AUC	 T-tests	 AUC	 T-tests	
CHN2	 1	 9.56E-06	 0.6597	 3.39E-01	
TTC28	 0.96308	 1.16E-05	 0.68796	 2.55E-07	
CCDC141	 0.95385	 8.57E-05	 0.71739	 4.48E-02	
NT5E	 0.91077	 3.24E-01	 0.5861	 0.01402	
SHROOM3	 0.90462	 1.63E-03	 0.92213	 1.09E-37	
CLECL1	 0.90462	 1.96E-02	 0.77445	 2.41E-05	
MS4A1	 0.90462	 8.04E-01	 0.72222	 7.67E-03	
RGS1	 0.89538	 7.99E-02	 0.61641	 0.02009	
SIPA1L2	 0.85538	 2.48E-02	 0.62686	 0.0027697	
PLXDC2	 0.85538	 7.30E-01	 0.60154	 0.035042	
TMPRSS15	 0.84	 1.65E+00	 0.51425	 0.33283	
IGJ	 0.83692	 2.06E+00	 0.50158	 0.16765	
PTPN14	 0.81846	 7.36E+00	 0.50388	 0.93369	
EFNB2	 0.81538	 6.82E+00	 0.8016	 8.73E-11	
SPATS2L	 0.80615	 0.0018636	 0.59552	 0.054012	
CCDC26	 0.80308	 0.001265	 0.60692	 0.01621	
GPR56	 0.77231	 0.0088824	 0.62662	 0.0087951	
HDGFRP3	 0.73538	 0.010577	 0.7261	 6.03E-06	
PAWR	 0.72308	 0.0064774	 0.53799	 0.50803	
SEMA6A	 0.70769	 0.038314	 0.53316	 0.80235	
GPR110	 0.67077	 0.095623	 0.50554	 0.99032	
IL2RA	 0.66769	 0.018233	 0.58729	 0.010042	
ENPP2	 0.64923	 0.038455	 0.54376	 0.42456	
TSPAN7	 0.64308	 0.065226	 0.57613	 3.52E+00	
 
 A diferença de acurácia de classificação utilizando dados de microarranjo e RT-qPCR 
(Figuras 7c e 7f) motivou a revisão dos primers usados no RT-qPCR, tendo em vista uma 
variável não considerada anteriormente, a saber, o splicing alternativo dos genes. 
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Figura 7 – Comparação entre os dados obtidos pelos ensaios de microarranjo (7a, 7b e 7c) realizados no Set I  
a.	 b. 
d. 
c. 
e. 
f. 
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e os dados obtidos pelos ensaios de RT-qPCR (7d, 7e e 7f) realizados no Set II; a. Boxplot representando os 
níveis de acurácia dos genes analisados para a classificação do grupo BCR-ABL1-like com os dados do 
microarranjo; b. Curva ROC indicando a frequência de verdadeiros-positivos para BCR-ABL1-like (eixo y) e 
falsos-positivos (eixo x) – diferentes cores indicam o número necessário de genes para atingir um determinado 
valor de acurácia de classificação (AUC); c. Modelo representando a separação das amostras BCR-ABL1-like 
(pontos pretos) e B-Others (pontos vazios) utilizando os dados de microarranjo. A determinação das amostras 
positivas e negativas é dada pela linha vertical que separa os quadrantes da direita (>0.5) e da esquerda (<0.5); d. 
Boxplot representando os níveis de acurácia dos genes analisados para a classificação do grupo BCR-ABL1-like 
com os dados do RT-qPCR; b. Curva ROC indicando a frequência de verdadeiros-positivos para BCR-ABL1-like 
(eixo y) e falsos-positivos (eixo x) para os dados de RT-qPCR; c. Modelo representando a separação das 
amostras BCR-ABL1-like (pontos pretos) e B-Others (pontos vazios) utilizando os dados de RT-qPCR.  
 
4.3. Análise exon-específica e aperfeiçoamento do ensaio de RT-qPCR 
 Nos ensaios de microarranjo diferentes sondas são utilizadas para identificar  a 
expressão de diferentes exons/regiões do mesmo gene. Uma análise gene-específica consiste 
na análise do valor médio de expressão de todas as sondas que reconhecem um mesmo gene. 
Contudo, a análise exon-específica permite uma análise individual de cada sonda utilizada no 
microarranjo, fornecendo o valor de expressão para cada um dos exons de um mesmo gene. 
Foi, portanto, realizada uma análise exon-específica nos dados de microarranjo para 
identificar quais os exons responsáveis pela expressão diferencial em BCR-ABL1-like, para 
cada um dos 29 genes selecionados anteriormente. Com esta informação, foi conferido se os 
primers desenhados anteriormente coincidiam com exons diferencialmente expressos ou não. 
Foram identificados 7 genes onde os primers desenhados para o ensaio de RT-qPCR não eram 
compatíveis com as regiões diferencialmente expressas no ensaio de microarranjo (Figura 8). 
 Sendo assim, novos primers foram desenhados para reconhecer os exons 
diferenciamente expressos destes 7 genes.  
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Figura 8 – Esquema dos genes e seus éxons (representados e enumerados nas caixas azuis) representando as 
regiões reconhecidas pelos primers desenhados para o ensaio de RT-qPCR (seta vermelha) e regiões 
reconhecidas pela sonda do microarranjo diferencialmente expressa em BCR-ABL1-like (seta amarela) para os 
sete genes.  
 
 Após o desenho e síntese dos novos pares de primers, um segundo ensaio de RT-
qPCR foi realizado com as mesmas amostras incluindo também todos os primers anteriores, 
inclusive os que haviam dado resultado não satisfatório. Neste ensaio foram incluídos 4 novos 
genes endógenos (TBP, GAPDH, GUSB e ACTB), além de ABL1. A expressão dos diferentes 
genes foi normalizada, para cada um dos 96 pacientes, pela média geométrica entre a 
expressão dos 5 genes endógenos (TBP, GAPDH, GUSB, ACTB e ABL1). Os valores de 
expressão gênica foram usados para construir um Hierarchical Clustering. Como mostra a 
Figura 9, desta vez houve uma separação evidente entre os casos que agruparam junto aos 
BCR-ABL1-like e os demais casos de LLA B-other. 
 
11	 12	 13	 14	 15	 16	 24	1	
2	 3	 4	1	
2	 3	 4	 5	 15	1	
2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	1	
9	 10	 11	 12	 13	 14	 19	1	
2	 3	 4	 5	1	
2	 3	 4	 5	 6	 25	1	
CCDC141 
 
 
CLEC1  
 
 
GPR110   
 
 
NT5E   
 
 
PTPN14  
 
               
RGS1  
 
              
TMPRSS15       
Região amplificada no 1º qRT-PCR Região específica diferencialmente expressa 
	
	
	
55	
Figura 9. Heatmap para os valores de expressão gênica (-ΔCt) para o Set II  para cada um dos genes 
selecionados. O subgrupo BCR-ABL1-like está identificado na cor azul escuro e B-Others em azul claro 
 
Foi realizada uma análise de curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para 
comparar mais uma vez os resultados de classificação obtidos por RT-qPCR-Fluidigm. 
Conforme mostra a Figura 10, o novo ensaio de RT-qPCR-Fluidigm permitiu o aumento 
considerável da acurácia dos classificadores, bem próximo aos resultados obtidos com os 
dados de microarranjo (Figura 7), podendo-se então observar um melhor resultado na 
modelagem (Figura 10c). 
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Figura 10 – Modelagem para a separação do subgrupo BCR-ABL1-like no Set II utilizando os dados do segundo 
ensaio de RT-qPCR-Fluidigm; a. Boxplot representando os níveis de acurácia dos genes analisados para a 
classificação do grupo BCR-ABL1-like; b. Curva ROC indicando a frequência de verdadeiros-positivos para 
BCR-ABL1-like (eixo y) e falsos-positivos (eixo x) – diferentes cores indicam o número necessário de genes para 
atingir um determinado valor de acurácia de classificação (AUC); c. Modelo representando a separação das 
amostras BCR-ABL1-like (pontos pretos) e B-Others (pontos vazios). 
 
a.	 b. 
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4.4. Seleção do conjunto mínimo de genes para diagnóstico via RT-qPCR na rotina 
 Para fins de implementação de um método de identificação do subgrupo BCR-ABL1-
like via RT-qPCR em rotina do hospital, foi selecionado um painel menor de genes 
classificadores, que permitissem discriminar as BCR-ABL1-like tão bem quanto o painel dos 
29 genes. Conforme mostra a Figura 10b, a diferença de especificidade e sensibilidade 
quando no uso de 10 ou 20 genes não é muito grande, e acima de 20 genes não há vantagem 
observada. Realizou-se então uma análise dos resultados de RT-qPCR de todos os 29 genes , 
combinando aleatoriamente os genes em diferentes grupos, com diferentes quantidades de 
genes, quantificando a acurácia de discriminação de BCR-ABL1-like e B-Others.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 – Gráfico com os genes selecionados para o painel de classificadores de BCR-ABL1-like, suas 
frequências de seleção (FS) são representadas pelos pontos azuis. As cores ao lado direito representam se o gene 
está baixa (verde) ou altamente (vermelho) expresso nos dois subgrupos.  
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 Esta análise possibilitou determinar o conjunto mínimo de genes capaz de separar 
eficazmente os dois subgrupos analisados (BCR-ABL1-like e B-Others) (Figura 11). Esta 
análise permitiu selecionar um conjunto de quinze genes “bons classificadores”, isto é, genes 
que pertenciam ao grupo classificador na maior parte das vezes em que os BCR-ABL1-like 
foram corretamente separados dos B-other. Por exemplo, de todos os modelos propostos em 
que o subgrupo BRC-ABL1-like foi separado do subgrupo B-Others, os genes HDGFRP3, 
SPATS2L, ENPP2 e NT5E foram selecionados em 100% (FS = 1) das vezes para compor o 
grupo classificador responsável pela separação; da mesma maneira, o gene CRFL2 compôs 
50% (FS = 0.5) dos grupos de classificadores. Desta forma, para escolher os genes 
classificadores utilizamos como corte um FS>0.5.. 
Figura 12. Heatmap para os valores de expressão gênica (-ΔCt no RT-qPCR-Fluidigm) para o Set II  para cada 
um dos quinze genes selecionados para compor o painel de diagnóstico. O subgrupo BCR-ABL1-like está 
identificado na cor azul escuro e B-Others em azul claro. 
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 Para confirmar que os 15 genes eram bons classificadores do subgrupo BCR-ABL1-
like, outro Hierarchical Clustering foi construído utilizando os dados de RT-qPCR-Fluidigm 
para os quinze genes selecionados. Como mostra a Figura 12, há uma evidente separação dos 
subgrupos BCR-ABL1-like dos B-other.  
4.5. Validação do conjunto mínimo de genes via RT-qPCR no Set I e Set II 
 Foi realizada uma análise de Hierarchical clustering e curva ROC para 
analisar os resultados de classificação obtidos por RT-qPCR-TaqMan, apresentadas nas 
figuras 13 e 14 respectivamente. A Figura 13 apresenta o Hierarchical Clustering construído 
utilizando os dados de RT-qPCR-TaqMan para os diferentes genes, evidenciando uma boa 
separação dos subgrupos BCR-ABL1-like dos B-others. Conforme mostra a Figura 14, o 
ensaio de RT-qPCR-TaqMan atingiu uma boa capacidade para a classificação da LLA BCR-
ABL1-like, podendo-se observar valores próximos de AUC = 1 (14a) e uma visível separação 
dos grupos no modelo (Figura 14b). 
 O padrão de expressão gênica (RT-qPCR) dos quinze genes escolhidos como 
classificadores das amostras BCR-ABL1-like do Set II foi comparada ao padrão de expressão 
dos mesmos quinze genes dos pacientes B-Other (não BCR-ABL1-like) deste mesmo 
conjunto, e estão apresentadas na Figura 15a.  
 Da mesma maneira, para a validação do conjunto de classificadores, o padrão de 
expressão gênica dos mesmos foi analisada via RT-qPCR (utilizando sondas TaqMan 
desenhadas de maneira exon-específicas) para os pacientes do Set I, os quais já tiveram seus 
valores de expressão gênica global analisados via ensaio de microarranjo, permitindo a 
identificação dos pacientes BCR-ABL1-like positivas e negativas neste conjunto. Para este 
ensaio foi eleito um único gene endógeno para a normalização dos dados (ABL1), visando a 
elaboração de um ensaio de RT-qPCR com um conjunto mínimo de sondas para a 
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incorporação na rotina. A escolha do gene endógeno foi realizada a partir da análise dos dados 
do segundo ensaio de RT-qPCR – Fluidigm, no qual foram utilizados 5 genes endógenos: 
ABL1, ACTB, GAPDH, GUSB e TBP.  
 Para identificar os melhores genes endógenos para o ensaio, os valores de expressão 
dos 5 genes foram analisados para todas as amostras utilizando o algorítimo geNorm 
(Vandesompele et al, 2002) do software qbase+ v3.1 (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium - 
www.qbaseplus.com). Este algorítimo determina a estabilidade da expressão gênica de genes 
endógenos, a qual pode ser verificada pelo valor geNorm M (os valores de geNorm M variam 
de 0 < geNorm M < 1,0 e determinam a estabilidade do gene ao longo de todas as amostras e 
réplicas). A análise mostrou que os melhores genes utilizados no ensaio foram, 
respectivamente: ACTB (geNorm M = 0,91) e o ABL1 (geNorm M = 0,87), na qual, seguidos 
dos genes TBP (geNorm M= 0,78), GUSB (geNorm M = 0,61) e GAPDH (geNorm M = 0,59). 
Mesmo com a melhor estabilidade do gene ACTB, optou-se pela utilização do gene ABL1 para 
a realização do experimento devido à disponibilidade das sondas TaqMan para ABL1 no 
laboratório, pelo seu uso contínuo para normalização de RT-qPCR no Hospital Boldrini – o 
qual já é reconhecido como um bom gene endógeno para pacientes com leucemia –  e levando 
em consideração a proximidade dos valores de estabilidade de expressão do gene ABL1 com o 
gene ACTB. 
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 Foi possível observar que em ambas as análises (RT-qPCR-Fluidigm e RT-qPCR-
TaqMan) os padrões de expressão de pacientes BCR-ABL1-like positivos e negativos 
apresentaram diferença significativa (p<0,0001) e esta diferença no padrão de expressão dos 
diferentes subgrupos de LLA B-derivada poderá ser utilizada para  diferenciar o subgrupo 
BCR-ABL1-like em diagnóstico via -TaqMan.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Heatmap para os valores de expressão gênica (-ΔCt no RT-qPCR-TaqMan) para o Set I  para cada 
um dos genes selecionados para compor o painel de diagnóstico. O subgrupo BCR-ABL1-like está identificado 
na cor azul escuro e B-Others em azul claro. 
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Figura 14 – Modelagem para a separação do subgrupo BCR-ABL1-like no Set I utilizando os dados do ensaio de 
RT-qPCR-TaqMan; a. Curva ROC indicando a frequência de verdadeiros-positivos para BCR-ABL1-like (eixo 
y) e falsos-positivos (eixo x) – diferentes cores indicam o número necessário de genes para atingir um 
determinado valor de acurácia de classificação (AUC); b. Modelo representando a separação das amostras BCR-
ABL1-like (pontos pretos) e B-Others (pontos vazios). 
a.	
b. 
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Figura 15 – Comparação dos valores de expressão (-Ct) dos quinze genes classificadores para os pacientes BCR-
ABL1-like (Ph-like em vermelho) e B-Others (Non-Ph-like em preto) a. Valores obtidos via RT-qPCR dos 
pacientes do Set II; b. Valores obtidos via RT-qPCR utilizando sondas TaqMan para validação nos pacientes do 
Set I, os quais já haviam sido confirmados como BCR-ABL1-like positivo e negativo via microarranjo. 
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4.6. Identificação de polimorfismos em GATA3 
 Os polimorfismos rs3824662 e rs3781093 em GATA3, previamente associados com 
a LLA BCR-ABL1-like (Perez-Andreu, V. et al 2013), foram tipados através de 
sequenciamento Sanger, evidenciando amostras negativas para o alelo de risco em 
homozigose (selvagem), positivas para o alelo de risco em homozigose (mutante) e positivas 
para ambos os alelos (mutante heterozigoto) (Figura 16). Conforme apresentado na Tabela 6, 
os casos BCR-ABL1-like identificados no presente estudo apresentaram frequência elevada do 
alelo C de rs3781093 e do alelo A de rs3824662, compatível com dados aneriores de Perez-
Andreu, V. et al (2013). Este resultado ajuda a corroborar o método de classificação das BCR-
ABL1-like aqui desenvolvido. 
 
 
 
 
Figura 16 – Esquema de eletroferogramas para o 
polimorfismo rs3824662, evidenciando os três 
genótipos observados; a. Genótipo Selvagem, no qual 
o alelo de risco não é observado; b. Genótipo Mutante, 
no_qual o alelo de risco é observado em homozigose; 
c. Genótipo Mutante Heterozigoto, no qual ambos os 
alelos (selvagem e mutante) são observados em proporções equivalentes. *Neste exemplo, o amplificado foi 
sequenciado com o primer reverso, por este motivo a base evidenciada no esquema é a base complementar aos 
alelos selvagem e de risco.  
a.	
c. 
b. 
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Tabela 6 – Tabela das frequências dos polimorfismos (SNPs) rs3824662 e rs3781093 do gene GATA3 nos 
diferentes cohorts em três classes de pacientes distintas: BCR-ABL1-like, Não BCR-ABL1-like e Não-LLA, os 
quais são positivos para o subgrupo BCR-ABL1-like, negativos para o subgrupo BCR-ABL1-like e indivíduos 
saudáveis, sem Leucemia Linfóide Aguda (LLA), respectivamente.  
SNP	 Alelo	
Frequência	do	alelo	de	risco	(número	
total	de	pacientes)		
Conjunto	
BCR-ABL1-
like	
Não	BCR-
ABL1-like	 Não-LLA	
rs3781093	 C*/T	 0.52(75)	 0.26(436)	 0.22(6,661)	 Perez-Andreu,	V.	Nat	
Genet.	(2013)	rs3824662	 A*/C	 0.58(75)	 0.29(436)	 0.20(6,661)	
rs3781093	 C*/T	 0.40(30)	 0.27(80)	 **	
Centro	Infantil	Boldrini	
rs3824662	 A*/C	 0.57(30)	 0.32(80)	 **	
*Alelo de risco **Dados para indivíduos saudáveis não foram analisados neste estudo 
 
4.7. Identificação de Transcritos Quiméricos 
	 Também para validar o método de identificação das BCR-ABL1-like, as amostras 
foram analisadas a fim detectar a presença de transcritos quiméricos e mutações típicas desse 
subgrupo. Todos os casos BCR-ABL1-like foram analisados por sequenciamento de ultima 
geração com uso do kit TruSight RNA Pan-Cancer Panel (Illumina) que é próprio para a 
análise de 1385 genes alvo tipicamente mutados no câncer e permite também identificar 
transcritos quiméricos oriundos de translocações cromossômicas. Conforme mostra a Tabela 
7, 13% dos casos BCR-ABL1-like apresentaram fusões envolvendo o gene ABL1 (ABL-class 
fusion), já descritas como fusões de alta incidência na LLA BCR-ABL1-like (Mullighan et al, 
2010). 
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Tabela 7 – Tabela com as diferentes fusões gênicas –  apresentando seus diferentes genes parceiros – nos 30 
casos de BCR-ABL1-like identificados no Centro Infantil Boldrini. Suas frequências estão apresentadas em 
relação a quantidade de fusões verificadas com confiança. 
Frequência	 Gene	1	 Gene	2	
0.13	 ABL1	 ETV6;	RANBP2,	NUP214	
0.03	 BRCA2	 SMCO2	
0.03	 EBF1	 PDGFRB	
0.03	 FOXP1	 GPR19	
0.03	 MLL	 AFF1	
0.17	 PAX5	 ETV6,	ELN;	ZBED3,	ZNF521	CBFA2T3	
0.07	 PPFIBP1	 ANGEL2;	FLT1	
0.03	 UTP6	 PTK2	
0.47	 Sem	fusões	detectadas	
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5.0. DISCUSSÃO 
O subgrupo de LLA B-derivada BCR-ABL1-like, identificado há alguns anos com base 
em análises de expressão gênica, afeta aproximadamente 10% das crianças com LLA e exibe 
um perfil de expressão gênica muito similar ao da LLA BCR-ABL1 positivo. Este subtipo de 
LLA está associado a grande risco de recaída pós-tratamento, independentemente de idade, 
contagem leucocitária, citogenética e níveis de doença residual mínima (Den Boer, M. L. et 
al, 2009). Contudo, ao contrário dos demais subgrupos de LLA de alto risco – que podem ser 
identificados por exames padrão de cariotipagem, FISH, citometria de fluxo ou RT-qPCR –  
no momento, ainda não existe método rotineiro para a identificação desse subgrupo.   
Nesta dissertação apresenta-se o desenvolvimento de uma metodologia de baixo custo 
para a identificação do subgrupo BCR-ABL1-like que possa ser utilizada rotineiramente ao 
diagnóstico, o que é fundamental para a alocação dos pacientes para um tratamento 
direcionado a pacientes de alto risco.  
Os pacientes BCR-ABL1-like são reconhecidos por possuírem um padrão de expressão 
gênica similar aos pacientes BCR-ABL1 positivos, portanto, para sua identificação, sem a 
necessidade de ensaios de maior custo como o Microarranjo de DNA ou técnicas de 
Sequenciamento de RNA, foi escolhido utilizar da técnica de PCR quantitativo (RT-qPCR) 
utilizando um conjunto mínimo de genes associados cujo padrão de expressão pudesse ser 
associado ao subgrupo BCR-ABL1-like. Para tal, foram utilizados os dados de microarranjo de 
92 pacientes do Centro Infantil Boldrini . Após a análise dos dados de expressão gênica destes 
pacientes, foi possível primeiramente evidenciar uma lista de 241 genes diferencialmente 
expressos exclusivos do subgrupo BCR-ABL1 positivo. Esta lista foi utilizada para uma 
análise de Hierarchical Clustering para identificar os pacientes que se agrupavam com os 
pacientes BCR-ABL1 positivos. Analisando a Figura 3, a área delimitada pelo perímetro preto 
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representa as amostras candidatas a BCR-ABL1-like no PCA, contudo é importante ressaltar 
que o PCA fornece uma informação sobre o comportamento das amostras dentro de uma 
população variável, o que forneceu base para evidenciar que havia, de fato, uma diferença 
entre os diferentes subgrupos em relação a suas expressões gênicas, mas não é suficiente para 
afirmar que as amostras são de fato do subgrupo BCR-ABL1-like. Visualiza-se também no 
interior do perímetro uma amostra MLL; este resultado não era esperado, contudo, dado o 
pequeno número de representantes (sub-representação) deste subgrupo (3 pacientes MLL), 
não foi possível formar um subgrupo MLL no PCA, quando comparado aos demais 
subgrupos, nas duas componentes principais.  
Analisando-se a Figura 4, é possível visualizar um grupo independente, delimitado 
pelo retângulo preto, mais distante de todos os demais subgrupos na árvore de clusterização; 
este resultado era esperado pois os genes utilizados para essa construção foram escolhidos por 
serem diferencialmente expressos apenas em BCR-ABL1 positivos, por esta razão foi possível 
separar aquelas amostras que compartilhavam o mesmo padrão de expressão gênica. Contudo, 
um dos pacientes BCR-ABL1 positivos não se agrupou adequadamente, ficando fora do grupo 
BCR-ABL1 positivo + BCR-ABL1-like; por este motivo, este resultado pôde ser explicado pois 
esta amostra, quando analisado individualmente, visualizou-se que esta possuía um padrão de 
expressão significativamente diferente das demais BCR-ABL1-positivas; esta diferença 
provavelmente deve-se a uma peculiaridade molecular ou defeito de técnica dos dados do 
paciente em específico, e não do subgrupo de LLA diagnosticada. 
Com um conjunto de pacientes positivos para o subgrupo BCR-ABL1-like, foi possível 
determinar uma lista de genes diferencialmente expressos exclusivos deste subgrupo (em 
comparação com os caos de LLA B-other), da qual foi extraída uma lista dos genes mais 
diferencialmente expressos. (Figura 5). Os genes diferencialmente expressos nos pacientes 
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BCR-ABL1-like foram utilizados para o desenho do ensaio de RT-qPCR a ser realizado em 
um conjunto independente de 96 novas amostras, todas do subgrupo B-Others (os quais não 
possuem as translocações cromossômicas clássicas ou hiperdiploidia). Mesmo que não 
evidenciado na lista principal de genes, neste ensaio foram incluídos dois genes, KIT e 
CRFL2, previamente descritos por Den Boer, M.L et al (2009) e Harvey, R.C. et al (2010), 
respectivamente, como candidatos a genes classificadores do subgrupo BCR-ABL1-like. O 
resultado desse ensaio permitiu a construção de mais uma árvore de clusterização (Figura 6) 
permitindo agrupar os pacientes BCR-ABL1-like deste novo conjunto de amostras. 
A partir dos valores de expressão obtidos através do ensaio de RT-qPCR, foi realizada 
uma análise de curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para comparar os resultados 
de expressão obtidos por RT-qPCR com os valores obtidos no microarranjo de DNA (Tabela 
5). Quando analisados os dados dos genes individualmente, comparando-se a acurácia de 
classificação do gene usando o dado do microarranjo e do RT-qPCR foi possível ver uma 
disparidade inesperada. Por exemplo, para o gene CHN2, o qual apresenta acurácia de 1 
(máxima acurácia possível) quando analisando os dados de microarranjo, utilizando os dados 
de RT-qPCR este apresenta acurácia de 0.66. A partir destes resultados, em combinação com 
os gráficos apresentados na figura 7, foi possível concluir que a diferença entre os resultados 
do microarranjo e do RT-qPCR poderia se dar devido a uma diferença na posição genômica 
de anelamento das sondas do microarranjo e dos primers do RT-qPCR; uma vez que as 
análises do microarranjo foram feitas gene-específicos, e os primers do RT-qPCR foram 
desenhados baseando-se nos genes diferencialmente expressos sem levar em consideração a 
exata posição de anelamento.   
Para sanar esta questão, todos os dados de microarranjo foram reanalisados de maneira 
exon-específica – na qual todas as sondas para um mesmo gene são analisadas 
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individualmente, fornecendo o valor de expressão para cada região de um gene, valor este que 
se mostrou bastante variável para alguns dos genes. Após esta análise, as regiões gênicas mais 
diferencialmente expressas foram selecionadas e comparadas às regiões amplificadas pelos 
pares de primers desenhados para o ensaio de RT-qPCR. Aqueles genes que apresentaram 
disparidade entre as regiões eleitas pela análise do microarranjo e suas regiões de desenho de 
primers para o RT-qPCR (Figura 8) tiveram seus primers re-desenhados com o intuito de 
repetir o experimento com maior precisão.  
Como o ensaio seria repetido, algumas alterações foram feitas para otimizar ao 
máximo a reação e os resultados extraídos. Foram adicionados quatro genes controle para 
melhorar a normalização do ensaio (TBP, GAPDH, GUSB e ACTB) e mais cinco pacientes 
BCR-ABL1-like positivos do primeiro conjunto de pacientes (os quais possuíam dados de 
microarranjo confirmando seu padrão de expressão gênica BCR-ABL1-like) para serem 
utilizados como “controle positivo” no novo ensaio a ser realizado no Set II de amostras. 
O novo ensaio apresentou resultados muito mais satisfatórios, quando comparado ao 
primeiro, tanto em definição do subgrupo na árvore de clusterização quanto nas acurácias de 
classificação (Figuras 9 e 10). Após a identificação dos pacientes BCR-ABL1-like, foi possível 
compará-las ao subgrupo sem diagnóstico conclusivo quanto ao subtipo molecular (B-
Others). Após esta comparação foi possível evidenciar uma lista de quinze genes capazes de 
separar os pacientes BCR-ABL1-like dos demais baseado no padrão de expressão gênica 
(Figura 11).  
Para eleger esta lista, optou-se pelo uso de modelagem, na qual todos os genes 
diferencialmente expressos são combinados aleatoriamente em grupos com diferentes 
quantidades de genes a fim de determinar o conjunto mínimo capaz de separar eficazmente os 
dois subgrupos analisados (BCR-ABL1-like e B-Others). Como o modelo utiliza todos os 
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genes combinados aleatoriamente, a frequência com que um gene específico é selecionado em 
uma lista de “melhores classificadores” é o fator determinante para sua escolha como bom 
classificador, e desta forma foi possível escolher de forma não enviesada a melhor 
combinação de genes a ser utilizada como o conjunto mínimo de genes classificadores do 
subgrupo BCR-ABL1-like. 
Para confirmar que os quinze genes eram suficientes para diferenciar o subgrupo BCR-
ABL1-like do subgrupo B-Other, outro Hierarchical Clustering foi construído utilizando 
apenas os quinze genes selecionados, e foi possível visualizar que este conjunto mínimo de 
genes foi suficiente para separar com precisão as amostras BCR-ABL1-like dos demais 
pacientes. Por esta razão, houve confiança para utilizar esse conjunto de genes para montar 
um “kit” de diagnóstico para o subgrupo BCR-ABL1-like via RT-qPCR.  
Para validar este kit, sondas e primers para as regiões gênicas específicas para cada 
gene foram desenhadas (Tabela 3) para testar nos pacientes BCR-ABL1-like positivos e 
negativos já determinados por ensaio de microarranjo pertencentes ao Set I de pacientes 
utilizados nos primeiros passos do projeto a fim de confirmar a eficiência em determinar os 
casos positivos e negativos do subgrupo em questão. Ao analisar os valores de expressão 
gênicas para os quinze genes (Figura 15b) para pacientes do Set I foi possível observar a 
existência de um padrão de expressão gênica das amostras BCR-ABL1-like que se diferencia 
significativamente do padrão observado em amostras B-other (não BCR-ABL1-like) 
(p<0,0001). O padrão de expressão gênica foi analisado também para os pacientes do Set II, 
no qual também foi encontrado um padrão de expressão gênica específica dos pacientes BCR-
ABL1-like que se diferencia significativamente dos pacientes não BCR-ABL1-like (p<0,0001). 
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Após o passo de escolha e validação dos genes, os mesmos foram comprados a listas 
de genes classificadores da LLA BCR-ABL1-like publicadas por outros autores (ex: Den Boer, 
M.L et al e Harvey, R.C e Mullighan, C.G et al) a fim de identificar genes “exclusivos” da 
ferramenta de classificação desenvolvido neste trabalho; dentre eles foram identificados cinco 
genes (CCDC26, ENPP2, HDGFRP3, PTPN14 e TMPRSS15) exclusivos da lista de 
classificadores apresentada neste trabalho. O número de genes diferencialmente expressos – 
utilizados para o estudo do subtipo BCR-ABL1-like pelos três grupos independentes (Den 
Boer, M.L et al; Harvey, R.C e Mullighan, C.G et al; e Centro Infantil Boldrini) –   
compartilhados entre os mesmos estão apresentados na Figura 17.  
Figura 17 – Diagrama de Venn representando o número de genes diferencialmente expressos utilizados 
por três grupos independentes para a diferenciação dos subtipos de LLA BCR-ABL1-like e B-others: Den Bour 
Group (Den Boer, M.L et al); Mullighan Group (Harvey, R.C e Mullighan, C.G et a) e Boldrini Group (presente 
trabalho realizado no Centro Infantil Boldrini). 
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O gene CCDC26 pertence à classe dos RNAs longos não-codificantes (lncRNAs), os 
quais têm emergido como uma classe de importância fundamental na regulação da expressão 
gênica; estudos recentes têm mostrado que os lncRNAs contribuem para a iniciação, 
manutenção e o desenvolvimento da Leucemia Mielóide Aguda (LMA), possuindo sua ação 
regulatória associada à leucemogênese, a qual é descrita por interagir com outros RNAs, 
proteínas e a cromatina do DNA (Wei, S. & Wang, K. 2016). Mais especificamente, o gene 
CCDC26, juntamente com o gene NSMCE2 foi associado com a contribuição da 
leucemogênese através da atividade oncogênica do transcrito CCDC26-NSMCE2 (Hirano, T. 
et al, 2015). Já o produto do gene ENPP2 foi descrito por estimular a motilidade de células 
tumorais e possuir propriedades angiogênicas; também foi associado com diversos tipos de 
carcinomas, nos quais sua expressão encontra-se desregulada (Quan, M. et al, 2017). O gene 
PTPN14 pertence à família das proteínas tirosina-fosfatases (PTP), a qual possui um papel 
crítico em virtualmente todos os processos celulares que podem ser relacionados à 
oncogênese. Há evidências que as PTPs podem ter funções onco-supressoras, uma vez que a 
maioria das mutações identificadas em PTPs em cânceres humanos são de perda de função 
(Zhao, S. et al, 2015). O gene PTPN14 tem função na via de sinalização HIPPO, a qual leva à 
ativação de vários genes, podendo contribuir com os efeitos proliferativos e anti-apoptóticos 
que são comuns na progressão dos cânceres (Wilson, K.E., et al, 2016). O gene HDGFRP3 é 
conhecido por estar altamente expresso em tumores relacionados à super-expressão do 
oncogene LMO1, como os neuroblastomas pediátricos e o câncer coloretal (Lin, Y.W. & 
Aplan, P.D., 2007); mas, assim como o gene TMPRSS15 não possui, ainda, uma associação 
diretamente relacionada com vias de proliferação/motilidade celular ou com a leucemogênese. 
Além da determinação dos padrões de expressão gênica, neste projeto também foram 
analisados dois polimorfismos no gene GATA3 que parecem contribuir para o alto risto da 
LLA BCR-ABL1-like. SNPs no gene GATA3 (rs3824662 e rs3781093) com frequências de 
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52% (ancestralidade guatemalo-americana), 40% (hispânicos) e 14% (descendência européia) 
foram encontradas associadas aos casos de LLA BCR-ABL1-like (Perez-Andreu, V. et al, 
2013). Devido ao fato desse polimorfismo apresentar uma alta frequência em descendentes 
guatemalo-americanos e hispânicos, foi analisada a presença desses polimorfismos nos 
pacientes do Centro Infantil Boldirni (Brasil), apresentados na tabela 6. O polimorfismo 
rs3824662 apresentou uma semelhança muito grande com os resultados esperados (57% 
frente aos 58% de frequência evidenciados em Perez-Andreu, V et al, 2013) porém a 
frequência do polimorfismo rs3781093 foi relativamente menor nos pacientes do Centro 
Infantil Boldrini (40%, frente aos 52% da publicação). Já as frequências para pacientes 
negativos para BCR-ABL1-like se mostrou parecida para ambos os polimorfismos. Este 
resultado pode ser explicado, ou por uma real diferença das frequências do polimorfismo 
rs3781093 em pacientes brasileiros, ou por uma diferença na quantidade de pacientes 
analisados. Para determinar com maior precisão o motivo destas diferenças encontradas, serão 
necessários estudos mais aprofundados na frequência destes polimorfismos em mais regiões 
brasileiras.  
Complementarmente, como cerca de 23% dos pacientes BCR-ABL1-like apresentam 
rearranjos envolvendo genes como ABL1, ABL2, JAK2, CSF1R, PDGFRB e EPOR (Roberts, 
K.G. et al, 2014), as quais podem se beneficiar pelo tratamento com a incorporação de 
inibidores de Tirosino-Quinases já aprovados e em uso clínico contra a LLA BCR-ABL1 
positivo, foram analisadas as fusões gênicas presentes nos pacientes do subgrupo BCR-ABL1-
like com a intenção de encontrar fusões com maior frequência neste subgrupo, os quais serão 
utilizados como base de estudo para projetos posteriores do grupo (Tabela 7). Estas fusões 
identificadas poderão servir como guia para o desenho de primers específicos para estes 
transcritos quiméricos, os quais poderão ser investigados em reações independentes de RT-
qPCR para identificar, na rotina de diagnóstico, estas fusões em pacientes já diagnosticados 
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como BCR-ABL1-like positivos. Esta associação LLA BCR-ABL1-like positivo e presença de 
transcritos quiméricos poderá ser fundamental para o resultado do tratamento do paciente, 
uma vez que – uma vez classificado como um paciente de grupo de alto risco – ainda poderá 
ter inibidores, já aprovados e em uso clínico,  incorporados em seu tratamento, possibilitando 
um tratamento mais direcionado, personalizado e com maior chance de sucesso de cura.  
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6.0. CONCLUSÃO  
 Devido à sua classificação como um subgrupo de alto risco de LLA, os pacientes 
portadores da LLA BCR-ABL1-like terão grandes benefícios nos tratamentos se 
diagnosticados e direcionados para um protocolo de tratamento voltado à LLA de alto risco 
desde o início. Neste trabalho mostrou-se a possibilidade deste diagnóstico de maneira eficaz 
e prática que pode ser facilmente incorporada na rotina dos hospitais, baseando-se em um 
ensaio de RT-qPCR composto por quinze genes. 
 Mostrou-se também a importância do desenho dos primers para a reação de RT-qPCR 
em regiões específicas dos genes com alta e baixa expressão neste subgrupo, provavelmente 
devido aos passos de splicing alternativo e a super/sub-representação de alguns exons de um 
mesmo gene frente a outros. 
 Foi possível, através deste estudo, identificar – retroscpectivamente – pacientes 
positivos para LLA BCR-ABL1-like no Centro Infantil Boldrini, não antes diagnosticados 
pelo método rotineiro de análise de marcadores genéticos do hospital. Esta identificação 
permitiu uma associação destes pacientes com marcadores moleculares moleculares como 
SNPs em GATA3 e transcritos quiméricas/fusões gênicas; estes pacientes poderão ser 
utilizados em demais estudos a respeito do comportamneto clínico e molecular da LLA BCR-
ABL1-like. 
 As associações do subgrupo BCR-ABL1-like e os polimorfismos rs3824662 e 
rs3781093 em GATA3, mostrou-se semelhante (rs3824662) e inferior (rs3781093) em 
populações brasileiras; contudo, é necessário um estudo mais aprofundado, com um grupo 
amostral maior e mais diverso da população brasileira para determinar com maior precisão a 
significância desta semelhança e diferença dos dados encontrados (tabela 6). 
	
	
	
77	
 As associações do subgrupo BCR-ABL1-like com transcritos quiméricos identificou 
alterações genéticas envolvendo tirosina-quinases (e.g. ABL1, PDGFRB) em pacientes que 
podem se beneficiar da incorporação de TKI como imatinib e desatinib em seu tratamento. 
Neste trabalho, por exemplo, fusões envolvendo os genes ABL1 e PDGFRB foram 
encontrados em 16% dos pacientes BCR-ABL1-like sequenciados (tabela 7), nos quais 
estavam presentes as fusões como EBF1-PDGFRB e ABL1-NUP214, já conhecidas por 
responder ao tratamento com inibidor de ABL1, o qual também inibe PDGFRB (Roberts, K.G. 
et al, 2012). A incorporação do imatinib no tratamento melhorou consideravelmente a 
sobrevida das crianças com a LLA BCR-ABL1 para ~70%, quando antes era de apenas 36% 
(Hunger, S. P., 2011); logo, a investigação de transcritos quiméricos, em busca de fusões 
sensíveis a este medicamento, por exemplo, é de fundamental importância para a melhora do 
prognóstico do paciente. O subgrupo BCR-ABL1-like, um grupo com presença destes eventos 
em alta frequência (Roberts, K.G. et al, 2014), se torna um grupo no qual a identificação 
destas fusões se faz extremamente necessária a fim de prover o tratamento mais adequado aos 
pacientes. Consequentemente, uma vez diagnosticado na rotina do hospital, o paciente 
positivo para BCR-ABL1-like poderá passar por um exame de rotina baseado em ensaios RT-
qPCR específicos para as fusões já encontradas (tabela 7), caracterizando-o e possibilitando 
maior especificidade no tratamento proposto, o que poderá ser de grande importância para o 
resultado do tratamento. 
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8.0. ANEXOS 
Anexo I – Figura A1 
Valores	de	expressão	individual	para	cada	gene	representado	na	figura	5,	para	os	sete	
subgrupos	analisados	indenpendentemente		
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
 
Figura A1. Valores de expressão gênica para cada gene candidato a classificador para cada subtipo molecular; 
Ph (BCR-ABL1 positiva); Ph-like (BCR-ABL1-like); B_Other (Pacientes sem translocações reconhecidas ao 
diagnóstico); Hiperdiploid (Hiperdiploidia presente); ETV6-RUNX1 (ETV6-RUNX1 positiva); E2A-Pbx1 (E2A-
Pbx1 positiva); MLL/CD10- (rearranjo em MLL presente). 
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Título da Pesquisa:
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ABL1-like
Jose Andres Yunes
Centro Infantil de Investigações Hematológicas Dr.Domingos A Boldrini
1
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Área Temática:
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Número do Parecer: 1.383.710
DADOS DO PARECER
O presente estudo prevê a identificação e análise das alterações genéticas do subtipo “BCR-ABL1-like” da
Leucemia Linfóide Aguda (LLA) em casos
do Centro Infantil Boldrini. Este subtipo molecular de LLA representa aproximadamente 10% dos casos e
está associado a maior risco de recaída,
entretanto, ainda não há um protocolo de diagnóstico específico e rápido para a identificação dos mesmos
(Den Boer, M. L. et al, 2009). O estudo
utilizará de dados de expressão gênica de 92 amostras de LLA B-derivada geradas por ensaios de
microarranjo realizados em projetos anteriores e
100 amostras de RNA de pacientes com LLA. Os pacientes não passarão por nenhum tipo de desconforto
decorrente do estudo, uma vez que o
material a ser utilizado é o excedente de material genético (DNA e RNA) extraído previamente para fins
diagnósticos. O tratamento e/ou
acompanhamento pós-terapia dos pacientes que forem identificados como sendo do subgrupo BCR-ABL1-
like não será modificado.
Apresentação do Projeto:
Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que não necessita de análise
ética por parte da CONEP;);
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Endereço:
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CENTRO INFANTIL DE
INVESTIGAÇÕES
HEMATOLÓGICAS DR.
Continuação do Parecer: 1.383.710
Objetivo Primário:
Desenvolver método para o diagnóstico da Leucemia Linfóide Aguda do subgrupo BCR-ABL1-like
Objetivo Secundário:
Identificar retrospectivamente, casos de LLA BCR-ABL1-like do Centro Infantil Boldrini, tecendo análise com
presença dos marcadores moleculares
conhecidos (rearranjos CRLF2, deleção de IKZF1, mutações Jak1/2, SNPs em GATA3) e com a evolução
clínica dos pacientes e definir conjunto
mínimo de genes cuja expressão diferencial possa ser usada como classificador da LLA ao diagnóstico, por
qRT-PCR.
Objetivo da Pesquisa:
Riscos: Não será feita nenhuma coleta adicional de material biológico àquela que já foi feita anteriormente
com fins diagnósticos ou terapêuticos e, portanto,
a colaboração com a pesquisa não acarreta risco ou desconforto imediato para o participante da pesquisa.
Porém, qualquer risco eventual que
aconteça no futuro em decorrência desta pesquisa, seja ele físico, psíquico, moral, intelectual, social,
cultural ou espiritual será imediatamente
considerado pelos pesquisadores e comunicado ao Comitê de Ética em Pesquisa para que seja avaliada a
necessidade de modificar ou suspender o
estudo.
Benefícios: Não haverá benefícios terapêuticos imediatos para os pacientes que participarem desta
pesquisa, pois não haverá nenhum tipo de intervenção
terapêutica.  A expectativa é que os resultados deste estudo possam beneficiar pacientes com LLA BCR-
ABL1-like somente em protocolos
terapêuticos futuros.
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
Os autores pretendem desenvolver método para o diagnóstico da Leucemia Linfóide Aguda do subgrupo
BCR-ABL1-like e para tanto farão uma análise por Hierarquical Clustering.
O Projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo com a Resolução CNS/MS 466/12, bem como,
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e os Termos de Assentimento, por grupo etário. Como trata-
se de Pesquisa Retrospectiva, os pesquisadores solicitam dispensa dos termos de Consentimento e
Assentimento.
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
13.083-210
(19)3787-5001 E-mail: cep@boldrini.org.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Dr. Gabriel Porto, 1270 Cidade Universitária
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
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Verificar que em metodologia proposta consta uma amostra de 92 pacientes e logo a seguir 192. Acredito
ser erro de digitação. Favor informar qual número está correto e corrigir o texto.
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
Apresentar relatório parcial em 6 meses, conforme Resolução CNS/MS 466/12.
Recomendações:
Aprovado.
Solicitação de dispensa do TCLE e Termos de Assentimento por grupo etário: Deferida.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
Considerações Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação
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Ausência
TCLE_ABL1_CEP.doc 11/12/2015
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Endereço:
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Assinado por:
Folha de Rosto Folha_de_rosto0001.pdf 11/12/2015
16:29:15
Jose Andres Yunes Aceito
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I.Dados de Identificação do Participante da Pesquisa e Responsável Legal 
Nome do Participante da Pesquisa:___________________________________________________________ 
Documento de Identidade nº: ___________________________________________ Sexo:  o M  o F 
Data nascimento: _____/_____/_____ 
Endereço: _____________________________________________________ nº  ________ Apto.: ________ 
Bairro: ______________________________ Cidade:_______________________________ Estado: ______ 
CEP: ___________-_____  Telefone: (____) ______________________; (____) ______________________ 
 
Responsável Legal: ______________________________________________________________________ 
Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.): _____________________________________________ 
Documento de Identidade nº: ___________________________________________Sexo:  o M  o F 
Data nascimento: _____/_____/_____ 
Endereço: _____________________________________________________ nº  ________ Apto.: ________ 
Bairro: ______________________________ Cidade:_______________________________ Estado: ______ 
CEP: ___________-_____  Telefone: (____) ______________________; (____) ______________________ 
 
II.Dados sobre a Pesquisa Científica 
Título do Projeto de Pesquisa: Método para identificar a Leucemia Linfóide Aguda (LLA) pediátrica do 
subgrupo BCR-ABL1-like 
Pesquisador: José Andrés Yunes            Cargo/Função: Pesquisador 
Unidade do Centro Infantil Boldrini: Laboratório de Biologia Molecular 
 
III.Registro das explicações do Pesquisador ao Participante da Pesquisa e/ou Representante Legal: 
1. Objetivo: Para obter um maior conhecimento sobre o câncer, os médicos e pesquisadores deste hospital 
desenvolvem pesquisas científicas. Nesta pesquisa, diferentes casos de Leucemia Linfóide Aguda serão 
estudadas para a identificação do subtipo “BCR-ABL1-like” e suas respectivas alterações genéticas, o que 
poderá ajudar a entender melhor o comportamento da doença e desenvolver um método mais eficaz de 
diagnóstico, para que se possa considerar, no futuro, o uso de terapias mais específicas, que busquem 
melhores resultados com menores efeitos colaterais. 
2.	 Procedimentos do Estudo e Forma de Participação Voluntária: Solicitamos sua autorização para a 
realização desta pesquisa em amostras de medula coletadas previamente do seu (sua) filho (a). Apenas o 
excedente do material colhido, não utilizado nos exames de rotina do participante da pesquisa será utilizado 
neste estudo.  
3. Riscos: Não será feita nenhuma coleta adicional de material biológico àquela que já foi feita anteriormente 
com fins diagnósticos ou terapêuticos e, portanto, a colaboração com a pesquisa não acarreta risco ou 
desconforto imediato para o participante da pesquisa. Porém, qualquer risco eventual que aconteça no futuro 
em decorrência desta pesquisa, seja ele físico, psíquico, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual será 
imediatamente considerado pelos pesquisadores e comunicado ao Comitê de Ética em Pesquisa para que 
seja avaliada a necessidade de modificar ou suspender o estudo. 
4. Garantia de Sigilo, Privacidade e Proteção dos Dados: Todo o material utilizado nesta pesquisa será 
identificado no laboratório por códigos formado por números e letras e, portanto, a privacidade e identidade 
do participante da pesquisa serão preservadas. Os dados individuais, resultados de exames e testes, bem 
como do prontuário, somente serão acessíveis aos pesquisadores envolvidos e não será permitido o acesso 
a terceiros (seguradoras, empregadores, supervisores hierárquicos, etc). A inclusão dos resultados em 
publicação científica será feita de modo que a identidade do participante da pesquisa esteja protegida. 
5. Custos: Não haverá qualquer custo ou forma de pagamento para a participação no estudo. 
6. Bases da Participação: A participação neste estudo não é obrigatória e não acarretará nenhuma 
mudança no tratamento e acompanhamento clínico no Centro Infantil Boldrini. Caso deseje desistir de 
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participar deste estudo a qualquer momento, isso não vai resultar em nenhuma mudança no atendimento 
hospitalar do participante da pesquisa. 
7. Mais Esclarecimentos: É importante esclarecer que não haverá benefícios terapêuticos imediatos para os 
participantes desta pesquisa. A expectativa é que os resultados deste estudo possam beneficiar pacientes 
com Leucemia Linfóide Aguda somente em protocolos terapêuticos futuros. Os pesquisadores responsáveis 
por esta pesquisa estão à disposição para o esclarecimento de dúvidas e para compartilhar informações 
sobre as conclusões obtidas neste estudo. 
Se você autorizar que seu (sua) filho (a) participe, você deve assinar este documento chamado de 
Consentimento Livre e Esclarecido. Todas as páginas deverão ser rubricadas pelo pesquisador e pelo 
responsável pelo participante da pesquisa. Você receberá uma via deste documento e o original será 
arquivado com os pesquisadores. 
 
IV. Informações de nomes, endereços e telefones dos responsáveis pelo acompanhamento da 
pesquisa, para contato em caso de dúvidas: 
Caso você tenha questões a fazer, bem como se desejar a qualquer momento se retirar deste estudo, por 
gentileza, entre em contato com o pesquisador responsável: 
José Andrés Yunes – email: andres@boldrini.org.br 
R. Dr. Gabriel Porto 1270, Cidade Universitária, CEP13083-210, Campinas, SP; Fone: (19) 37875070. 
 
V.Observações complementares: 
Caso você tenha questões a fazer sobre esta pesquisa, também pode entrar em contato com o Comitê de 
Ética em Pesquisa do Centro Infantil Boldrini, que é um órgão que busca defender os interesses dos 
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e trabalha para que a pesquisa seja realizada 
dentro dos padrões éticos. O endereço é R. Dr. Gabriel Porto 1270, Cidade Universitária, CEP13083-210, 
Campinas, SP; Fone: (19) 37875016. 
 
VI.Consentimento Livre e Esclarecido: 
Declaro que, após esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, autorizo que meu 
(minha) filho (a) participe do presente Projeto de Pesquisa.   
 
 
Campinas, _________ de __________________ de ________. 
 
 
 
 
_____________________________________          ___________________________________ 
              Assinatura do responsável legal                      Assinatura do pesquisador 
                pelo participante da pesquisa                                     (carimbo ou nome legível) 
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Anexo IV – Termo de Assentimento para Pacientes de 6 a 11 anos 
 
CENTRO INFANTIL DR. DOMINGOS A. BOLDRINI 
Dr. Gabriel Porto, 1270 
Cid. Universitária - Campinas SP 
Cep. 13083-210 
Tel. (55 19)  3787-5000 
www.boldrini.org.br 
 
 
Util. Públ. Municipal Lei nº 496 
Util. Públ. Estadual Dec. nº 22.018 
Util. Públ. Federal Dec. nº 88.747 
Registro no CNSS nº 23.002.000.591/84-0 
Inscr. Estadual – Isento 
CNPJ: 50.046.887/0001-27 
 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
PARA PACIENTES DE 6 A 11 ANOS 
Página 1 de 2 
 
Identificação do participante da pesquisa: 
Nome completo: __________________________________________________________________ 
Data de nascimento: __ / __ / ____ 
 
Você está sendo convidado para participar da pesquisa “Método para identificar a 
Leucemia Linfóide Aguda (LLA) pediátrica do subgrupo BCR-ABL1-like.” Seus pais serão 
consultados sobre sua participação nesta pesquisa. 
Nós estamos pedindo a você para participar deste estudo porque estamos tentando 
aprender mais sobre a doença causada pelos tumores. Se você concordar em participar deste 
estudo, uma pequena parte do sangue que você tirou no Centro Infantil Boldrini será usada nesta 
pesquisa por médicos e cientistas, então você não precisará fazer mais nada. 
Os cientistas fazem tudo o que é possível para que nada ruim aconteça por causa desta 
pesquisa. Porém, qualquer problema que possa acontecer no futuro por causa desta pesquisa, será 
rapidamente estudado pelos pesquisadores e avisado ao Comitê de Ética em Pesquisa para que 
possa ser resolvido o mais rápido possível. 
Há coisas boas que podem acontecer nesse estudo, como a descoberta de novos 
tratamentos que irão ajudar muitas crianças no futuro que ficarem doentes como você.  
Por favor, fale sobre isso com seus pais antes de decidir se quer ou não participar. Vamos 
também pedir a seus pais para dar a sua permissão para você participar neste estudo. Mas, mesmo 
que seus pais digam "sim" você ainda pode dizer “não”. Se você não quer fazer parte deste estudo, 
você não tem que participar. Lembre-se, você decide se quer ou não participar e ninguém vai ficar 
chateado se você não quiser participar, ou mesmo se você mudar de ideia mais tarde e quiser parar 
de participar. 
Só os cientistas autorizados vão saber que você está participando da pesquisa. Os 
cientistas prometem manter segredo. Não falaremos a outras pessoas, nem daremos a estranhos o 
material e as informações que você nos der. As descobertas das pesquisas vão ser mostradas a 
outros cientistas, para que todos possam aprender mais, porém o nome das crianças que 
participarem será mantido em segredo. 
Você pode fazer todas as perguntas que quiser. Se você tiver uma pergunta mais tarde, que 
você não pensou agora, você pode me chamar para perguntar por telefone ou perguntar-me na 
próxima vez que nos encontrarmos. As minhas informações estão logo abaixo deste documento. 
Assinar o seu nome nesta folha significa que você concorda em participar deste estudo. 
Seus médicos vão continuar a tratá-lo, não importando se você decidiu participar ou não participar 
deste estudo. Você e seus pais receberão uma via deste documento depois de ter sido assinado.   
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CENTRO INFANTIL DR. DOMINGOS A. BOLDRINI 
Dr. Gabriel Porto, 1270 
Cid. Universitária - Campinas SP 
Cep. 13083-210 
Tel. (55 19)  3787-5000 
www.boldrini.org.br 
 
 
Util. Públ. Municipal Lei nº 496 
Util. Públ. Estadual Dec. nº 22.018 
Util. Públ. Federal Dec. nº 88.747 
Registro no CNSS nº 23.002.000.591/84-0 
Inscr. Estadual – Isento 
CNPJ: 50.046.887/0001-27 
 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
PARA PACIENTES DE 6 A 11 ANOS 
Página 2 de 2 
 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
Eu aceito participar desta pesquisa. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que 
também posso dizer “não” e desistir quando eu quiser. Os pesquisadores tiraram minhas dúvidas e 
conversaram com os meus responsáveis.  
 
 
 
Campinas, ____de _________de __________.  
   
  
_____________________________________                
                Assinatura do Participante da Pesquisa 
 
 
_____________________________________                
                        Pesquisador Responsável 
 
 
_____________________________________                
         Testemunha 
 
 
Em caso de dúvidas, você poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa do Centro Infantil 
Boldrini pelo telefone (19) 3787-5016. 
Você também poderá tirar suas dúvidas com o pesquisador Dr. José Andrés Yunes por e-mail: 
andres@boldrini.org.br, por telefone: (19) 3787-5070 ou por carta: Rua Dr Gabriel Porto, 1270 - 
CEP 13083-210 - Cidade Universitária – Campinas/SP. 
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Anexo V – Termo de Assentimento para Pacientes de 12 a 17 anos 
	
CENTRO INFANTIL DR. DOMINGOS A. BOLDRINI 
Dr. Gabriel Porto, 1270 
Cid. Universitária - Campinas SP 
Cep. 13083-210 
Tel. (55 19)  3787-5000 
www.boldrini.org.br 
 
 
Util. Públ. Municipal Lei nº 496 
Util. Públ. Estadual Dec. nº 22.018 
Util. Públ. Federal Dec. nº 88.747 
Registro no CNSS nº 23.002.000.591/84-0 
Inscr. Estadual – Isento 
CNPJ: 50.046.887/0001-27 
 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
PARA PACIENTES DE 12 A 17 ANOS 
Página 1 de 2 
 
Identificação do participante da pesquisa: 
Nome completo: __________________________________________________________________ 
Data de nascimento: __ / __ / ____ 
 
Você está sendo convidado para participar da pesquisa “Método para identificar a 
Leucemia Linfóide Aguda (LLA) pediátrica do subgrupo BCR-ABL1-like.” Seus pais serão 
consultados sobre sua participação nesta pesquisa. 
Nós estamos pedindo a você para participar deste estudo porque estamos tentando 
aprender mais sobre o câncer. Se você concordar em participar deste estudo, uma pequena parte 
do material coletado no Centro Infantil Boldrini será usada nesta pesquisa por médicos e 
pesquisadores, então você não precisará fazer mais nada. 
Os pesquisadores garantem que nada prejudicial aconteça por causa desta pesquisa. 
Porém, qualquer problema que possa ocorrer no futuro por causa desta pesquisa, será rapidamente 
estudado pelos pesquisadores e avisado ao Comitê de Ética em Pesquisa para que possa ser 
resolvido o mais rápido possível. 
Esta pesquisa será de grande ajuda para a descoberta de novos tratamentos que irão ajudar 
muitas crianças como você no futuro. Por favor, comunique seus pais antes de decidir se quer ou 
não participar. Pediremos também a permissão de seus pais para você participar neste estudo. 
Mas, mesmo que seus pais aceitem, você ainda pode dizer escolher por não participar do estudo. 
Lembre-se, você decide se quer ou não participar e ninguém vai ficar chateado se você não quiser 
participar, ou mesmo se você mudar de ideia mais tarde e quiser parar de participar. 
Só os pesquisadores autorizados vão saber que você está participando da pesquisa. Não 
falaremos a outras pessoas, nem daremos a estranhos o material e as informações que você nos 
der. As descobertas das pesquisas vão ser mostradas a outros pesquisadores, para que todos 
possam aprender mais, porém o nome das pessoas que participarem será mantido em segredo. 
Você pode fazer todas as perguntas que quiser agora ou mais tarde. Se você tiver qualquer 
pergunta, pode me chamar para perguntar por telefone ou perguntar-me na próxima vez que nos 
encontrarmos. As minhas informações estão logo abaixo deste documento. 
Assinar o seu nome nesta folha significa que você concorda em participar deste estudo. 
Seus médicos vão continuar a tratá-lo, não importando se você decidiu participar ou não participar 
deste estudo. Você e seus pais receberão uma via deste documento depois de ter sido assinado.   
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CENTRO INFANTIL DR. DOMINGOS A. BOLDRINI 
Dr. Gabriel Porto, 1270 
Cid. Universitária - Campinas SP 
Cep. 13083-210 
Tel. (55 19)  3787-5000 
www.boldrini.org.br 
 
 
Util. Públ. Municipal Lei nº 496 
Util. Públ. Estadual Dec. nº 22.018 
Util. Públ. Federal Dec. nº 88.747 
Registro no CNSS nº 23.002.000.591/84-0 
Inscr. Estadual – Isento 
CNPJ: 50.046.887/0001-27 
 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
PARA PACIENTES DE 12 A 17 ANOS 
Página 2 de 2 
 
 
TERMO DE ASSENTIMENTO 
Eu aceito participar desta pesquisa. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que 
também posso dizer “não” e desistir quando eu quiser. Os pesquisadores tiraram minhas dúvidas e 
conversaram com os meus responsáveis.  
 
 
 
Campinas, ____de _________de __________.  
   
  
_____________________________________                
                Assinatura do Participante da Pesquisa 
 
 
_____________________________________                
                        Pesquisador Responsável 
 
 
_____________________________________                
         Testemunha 
 
 
Em caso de dúvidas, você poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa do Centro Infantil 
Boldrini pelo telefone (19) 3787-5016. 
Você também poderá tirar suas dúvidas com o pesquisador Dr. José Andrés Yunes por e-mail: 
andres@boldrini.org.br, por telefone: (19) 3787-5070 ou por carta: Rua Dr Gabriel Porto, 1270 - 
CEP 13083-210 - Cidade Universitária – Campinas/SP. 
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Anexo VI – Declaração de direitos autorais 
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